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ho 


Werden Kiwei8kérper (E K) in Wasser gebracht, so quellen 
sie. Die Quellung wird durch die Anwesenheit von JIonen in 
verschiedener Weise beeinfluBt. Unter den Ionen, die eine 
Quellung der EK begiinstigen, zeichnen sich die H-Ionen (H’) 
sowie die O H-Ionen (OH’) durch besondere Wirksamkeit aus. 
Der Grad der Quellung von EK in Sauren hangt von der 
Konzentration der begiinstigenden H’, aber auch von der Art 
der begleitenden Anionen, wie auch von der Art und Konzen- 
tration aller in der Lésung vorhandenen Ionen ab; endlich 
wird er noch durch eine Reihe anderer teils bekannter, teils 
unbekannter Faktoren mitbestimmt. 

Bei der Quellung der EK in Sa&uren werden betriichtliche 
Mengen von Siiure an das EKiweif (EH) gebunden. Ebenso ver- 
mégen EK bei Quellung Basen und Salze zu binden. 

Die Mehrzahl der E K lést sich in Saéuren oder in Basen nach 
mehr oder weniger sichtbarer Quellung auf; auch diese Lésung er- 
folgtunter Bindung betrachtlicher Sauremengen bzw. Basenmengen. 

Bei hinreichender Konzentration der Siiuren oder Basen 
und lingerer Einwirkung, besonders bei héherer Temperatur 
oder bei Anwesenheit von Fermenten zerfallen die gequollenen 
oder gelésten KK in eine Reihe von Spaltprodukten, und auch 
dieser Spaltungsvorgang ist von einer erneuten Bindung von 
H’ oder OH’ begleitet. 

Die Frage nach der Art der Bindung von Siuren, Basen 
und Salzen an die EK diirfte bei dem gegenwirtigen Stande 
der Untersuchungen noch nicht zu entscheiden sein. 

Schon die iltesten Untersucher stellten sich vor, daB die 
Bindung von Siuren an EK als Salzbildung aufzufassen sei’), 
eine Ansicht, die spiter vor allem durch die Untersuchungen 
von $j6quist bestiitigt wurde.*) Moderne physikalisch-chemische 
Methoden wurden zur Beobachtung der Siurebindung durch EK 
zuerst von Bugarszky und Liebermann‘) angewendet, die 


1) Schmidt, Ann. d. Chem. u. Pharmacie Bd. 61, 8.311 (1847). 

*) Mulder, Versuch einer allgem. Physiolog. Chemie, Braunschweig 
1851. 

8) Sj6quist, Skand. Arch. f. Physiol. Bd. 5, S$. 277 (1895). 

*) Bugarszky u. Liebermann, Pfliigers Arch. Bd. 72, 8.51 (1898). 
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die Abnahme der Wasserstoffionen - Konzentration (H’ - Konz.) 
bei der Lésung von E mit elektrometrischen Messungen ver 
folgten. In dem Ma8e wie kolloidchemische Betrachtungs-" 
weisen und Methoden in die E-Forschung EHingang fanden, 
neigten die Untersucher zu der Ansicht, dab die Siiure- und 
Basenbindung durch EK nicht chemischen, sondern physiko- 
chemischen Gesetzen folge und die Bindung als Adsorption 
aufzufassen sel. Tatsichlich nimmt die Kurve, durch die man 
die Aufnahme von Siéuren, Basen und Salzen aus einer Lé- 
sung durch EK darstellen kann, die Gestalt einer Adsorptions- 
kurve an.') In neuester Zeit hat dagegen insbesondere Loeb?) 
die Ansicht verfochten, daB die Annahme einer Adsorptions- 
verbindung unberechtigt sei; er glaubt durch seine Versuche 
den Nachweis erbracht zu haben, daB die Bindung von Siuren 
und Basen an EK eine rein chemische sei, die stéchiometrischen 
GGesetzen gehorcht. Doch sind auch die Loebschen Anschau- 
ungen nicht unwidersprochen geblieben.* 4) 

Sehr lebhaft ist die Frage erértert worden, welche Gruppen 
im K-Molekiil es befahigen, Siituren und Basen zu binden. Nach 
der Anschauung von Emil Fischer®) sind im E zahlreiche 
Aminosauren durch Bindung der Aminogruppe einer Siure an 
die Carboxylgruppe der folgenden zu Polypeptiden verbunden. 
Es miiBte dann in jedem E-Molekiil nur eine endstiindige 
Aminogruppe und eine endstiindige Carboxylgruppe vorhanden 
sein, die fiir eine Siiure- oder Basenbindung in Betracht kommen 
wiirde. Das E-Molekiil enthilt aber auch Diaminosiiuren und 
Aminodicarbonsiuren; somit werden auch im Innern des Mole- 
kiils freie basische und saure Gruppen vorhanden sein, die 
Siuren und Basen binden kénnten, sofern sie sich nicht unter 


1 Bechhold, Die Kolloide in Biologie u. Medizin. Dresden und 
Leipzig 1923. 

2) Loeb, Die EiweiSkérper und die Theorie der kolloidalen Er- 
scheinungen. 

3) Ostwald, Die Naturwissenschaften, S. 523 (1923); Kolloid.-Zs. 
Bd. 32, S. 220 (1923). 

4) Hill, Proe. Roy. Soc. London, Sec. A, Vol. 102, 8. 705 (1923). 

’) E. Fischer, Untersuchungen iiber Aminosiiuren, Polypeptide u. 
Proteine. Berlin 1906. 
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Bildung cyclischer Anhydride gegenseitig absittigen. Die im 
EK, frei vorhandenen Aminogruppen sind nach der Methode von 
van Slyke bestimmbar.') Tatsichlich zeigt sich, daB im all- 
gemeinen EK, die reichlich basische Aminosiuren enthalten, 
ein gréBeres Siurebindungsvermégen haben als EK mit ge- 
ringerem Diaminosduregehalt.”) 

Bugarszky und Liebermann, Hardy’), Pauli und 
Mitarbeiter*) und viele andere stellen sich die Saiurebindung 
nach Art der Ammoniumsalzbildung vor. Die entstehenden 
E-Salze sind einer hydrolytischen Spaltung unterworfen®), die 
ein Maximum durchliuft und hei weiterem Siurezusatz eine 
Zuriickdringuug erfahrt, weshalb z. B. bei Bindung von HCl 
die gebundenen Mengen H’ und Cl’ durchaus nicht gleich zu 
sein brauchen. Eine andere Erklirung hat Robertson) ver- 
sucht. Er nimmt an, daB die Saureaufnahme unter Zerfall 
des Proteinmolekiils in Proteinionen erfolge. Die Eintrittsstelle 
soll der N der Peptidbindungen sein, der in der Enolform mit 
der Saure reagiert. 

Seit Burgarszky und Liebermann ist die Séure- und 
Basenbindung durch EK mit der elektrometrischen Methode 
eingehend untersucht worden. Vielfach stimmen jedoch die 
Ergebnisse nicht miteinander tiberein, und wir wissen heute, 
daB viele der Zahlenergebnisse in der Form, wie sie vorliegen, 
unrichtig sind, da sie den Aktivititskoeffizienten des H’*) un- 
beriicksichtigt gelassen haben. Denn so exakt die elektro- 
metrische Methode zu messen gestattet, so schwierig ist die 
rechnerische Verwertung ihrer Ergebnisse, da der Aktivitits- 
koeffizient groBen Schwankungen unterworfen ist. Er wird 
nicht nur von der Konzentration der H’ selbst, sondern auch 





') yan Slyke, Handb. d. biol. Arbeitsmeth. Bd. 7, S.53, Berlin 
(1923). 

*) Cohn, Physiolegical Reviews Bd. 5, S. 349 (1925). 

°) Hardy, Jl. of Physiol. Bd. 33, 8.256 (1905/06). 

*) Pauli u. Hirschfeld, Biochem. Zs. Bd. 62, 8.245 (1914). 

5) Manabe u. Matula, Biochem. Zs. Bd. 52, 8. 369 (1918). 

*) Robertson, Ergebn. d. Physiol. Bd. 10, S. 216 (1910). 

’) Hiickel, Zur Theorie der Elektrolyte, Berlin 1924. 
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von Konzentration, Wertigkeit und GréBe aller Ionen der Li- 
sung") und vielleicht noch durch andere Faktoren beeinfluBt. 
Um die Ergebnisse der ilteren Arbeiten verwenden zu kinnen, 
mu8 man sie unter Beriicksichtigung des Aktivititskoeffizienten 
umrechnen. Cohn?) hat es unternommen, fast alle wichtigeren 
Ergebnisse lterer Beobachtungen mit den Aktivitiitskoeffi- 
zienten von Lewis und Randall’) neu zu berechnen und hat 
gefunden, daB die zuniichst sehr voneinander abweichenden 
Resultate der verschiedenen Untersucher nach Umrechnung 
iiberraschend gut iibereinstimmen. 

Meine im folgenden mitgeteilten Versuche kniipfen zu- 
nichst an eine Arbeit von Trendtel*) an, der die Bindung 
von Salzsiure, Schwefelsiure und Essigsiure an einen vollig 
unléslichen EK, an gekochtes Fibrin, bestimmt hat. Sie wurden 
unternommen in der Absicht, weitere Beitrige zur Klirung 
der Frage zu liefern, ob die Bindung von Sauren, Salzen und 
Basen an EK eine im engeren Sinne chemische oder eine 
adsorptive ist. Daher wurden diejenigen Versuche Trendtels, 
die unter diesem Gesichtspunkt wichtig sind, nachgepriift und 
weiter ausgedehnt. 

Trendtel zeigte, daB sich unlésliche KE K in ihrer Siaure- 
bindung durchaus ebenso wie die von friiheren Untersuchern 
fast ausschlieBlich verwendeten léslichen KK verhalten. Die 
Kurven, in denen T'rendtel seine Ergebnisse darstelit, gleichen 
einer Adsorptionskurve im Sinne Freundlichs. Ferner stellte 
er das Bestehen eines Gleichgewichtszustandes zwischen ge- 
bundenen und freien H’ fest und beobachtete, dab eine Herab- 
setzung der Konzentration der nicht gebundenen H’ zu einer 
Wiederabgabe bereits an EK gebundener H’ fiihrt. Endlich ist 
fiir unsere Betrachtung bedeutsam die Angabe, dai die H’-Bin- 
dung an unldésliches E durch Erhéhung der Temperatur be- 
schleunigt, aber nicht erhéht wird. 


1!) Debye, Physik. Zs. Bd. 25, S. 97 (1924). 

*) Cohn, a. a. O. 

’) Lewis u. Randall, Thermodynamics and the free energy of 
chemical substances, New York 1923. 

*) Trendtel, Pfliigers Arch. Bd. 203, S. 480 (1924). 
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Berechnungsart. 


Vor Besprechung der folgenden Versuche sei erklirt, wie 
die Messungen rechnerisch verwertet wurden. 

Trendtel lie® Fibrin in Siure quellen, filtrierte danach 
die nicht durch Quellungskrifte vom H-Gel festgehaltene Siure 
ab und berechnete aus Volumen und p,, der so erhaltenen 
Restfliissigkeit die in ihr vorhandenen freien H’. Als gebunden 
an EK gelten nach Trendtel alle H’, die nicht mehr im Filtrat 
der Ansiitze erscheinen. 

Dagegen wurde in den hier mitgeteilten Versuchen eine 
andere Berechnungsart gewiihlt, die an folgender Uberlegung 
erklirt sei: 


Setzt man z. B. zu 100 com n/10-HCl 2 g Fibrin, so be- 
trigt das Volumen des Ansatzes nach erfolgter Quellung prak- 
tisch wieder 100 ccm, die Wasserstoffzahl (4) hat aber be- 
triichtlich abgenommen. Nun ist anzunehmen, da8 nach Ein- 
tritt des Gleichgewichtes die H’-Konzentration im E-Gel und 
in der Restfliissigkeit gleich ist. Wenn daher in 100 ccm 
Ansatz nach Quellung des Fibrins weniger freie H’ nach- 
weisbar sind als bei Versuchsbeginn, so miissen die ver- 
schwundenen H’ an das E gebunden sein. Die Menge der 
abtrennbaren Restfliissigkeit steht mit der Menge der freien H’ 
des Ansatzes in gar keinem Zusammenhang. Gebunden an EK 
sind diejenigen H’, die wihrend des Versuches aus dem Ansatz 
verschwinden. Was Trendtel als gebunden errechnet hat, 
ist die Summe einmal derjenigen H’, die nach Versuchs- 
ende nicht mehr als Ionen im Ansatz vorhanden, also im 
engeren Sinne gebunden sind, und ferner derjenigen H, die 
durch Quellungskrifte vom E-Gel festgehalten werden, sich 
dabei aber nach wie vor im Ionenzustande befinden. Diese 
Bindung im weiteren Sinne ist, wie unten gezeigt wird, weit- 
gehend reversibel. Die hier mitgeteilten Untersuchungen be- 
schiftigen sich nur mit der H’-Bindung im engeren Sinne; es 
werden nur diejenigen H’ als gebunden bezeichnet, die aus 
dem Ionenzustand in den nichtionisierten Zustand tibergehen. 
Dieser Zustand ist mindestens in vielen Fallen irreversibel. 











; 
\ 

) 
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Die Einzelheiten der Berechnung sieht man an folgendem 
Beispiel: 
5 g Fibrin quellen in 100 cem n/10-HCl h gemessen 8,35-107° 
Nach Quellung lassen sich 78 cem Rest- 
fliissigkeit gewinnen h ‘s 6,06-107* 
Daraus wiirde nach Trendtel berechnet: 


In 100 ecm vor Quellung vorhanden. . . . . . 8,35+107% H’ 
In 78 cem Restfliissigkeit nach Quellung vorhanden 

6,06-78-107 

ee. re ee a a er ee eC 
Aloe peeenies. 6 wt ctl th tl tl sl ROO 


Nach der hier angewendeten Berechnungsweise ergiibe sich 
dagegen: 


Im Ansatz' vorhanden vor Quellung . . . . . . 8,35-107~° H’ 
” ‘ | nach ‘ so» » « SRI 
OF er a ee ee le 


Die Annahme, da in dem gequollenen Gel und in der 
Restfliissigkeit die A gleich ist, bedarf einer gewissen Hin- 
schrinkung. Denn tatsichlich wird die A infolge auftretender 
Membranpotentiale im Innern des E-Geles etwas niedriger sein 
als in der umgebenden Fliissigkeit, doch ist diese Abweichung, 
fiir die eine zahlenmifige Korrektur sehr unsicher bleiben 
muB, bei der Berechnung nicht beriicksichtigt worden, ebenso 
wie die Anderung des Dissoziationsgrades, die mit der Abnahme 
der gesamten Siurekonzentration verbunden ist. Der hierdurch 
bedingte Fehler wiirde bei den verwendeten HCl-Konzen- 
trationen durchschnittlich weniger als 1°/, betragen. 


Methodik. 


Um Wiederholungen zu vermeiden, seien hier die not- 
wendigsten Bemerkungen iiber die angewendete Methodik ge- 
macht. 


Die Bestimmung der H’-Konzentration wurde nach der Gasketten- 
methode mit der im hiesigen Institut gebriuchlichen Elektrode nach 
Hasselbalch}), teilweise auch mit der Birnenelektrode nach Michaelis 
ausgefiihrt. Als Bezugselektrode diente die gesittigte Kalomelelektrode, 


1) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914. 
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als Nullinstrument ein Saitengalvanometer. Die Schaltung war unter 
Verwendung von 2 Stépselrheostaten und eines Abgleichwiderstandes so 
gewihlt, daB die Millivoltwerte ohne Rechnung abgelesen werden konnten. 
Beim Aufsuchen des zugehérigen py ersparte die von Lautenschliger 
hergestellte py-Skala nach Dr. A. Hock jede weitere Rechnung. 


Zu orientierenden Vorversuchen diente die Michaelissche Indi- 
catorenmethode unter Verwendung des Hydrionometers nach Bresslau.?) 


Als sehr brauchbar fiir die benétigten Zwecke erwies sich die Be- 
stimmung mit den Clarkschen Indicatoren im Arrheniusschen Doppel- 
keilcolorimeter*), doch stand ein solecher Apparat fiir diese Unter- 
suchungen nur voriibergehend zur Verfiigung. 


Schnell und sicher ging die Bestimmung mit der Chinhydron- 
elektrode.*) In ungepufferten Lésungen zeigten sich anfangs die Resul- 
tate von der Menge des zugesetzten Chinhydrons abhingig. Neuerdings 
liefert die Firma Merck ein Priparat, das diese Fehlerquelle gianzlich 
ausfallen 1iBt. Es wurde daher spiterhin bei allen sauren Lésungen 
ausschlieBlich die Chinhydronelektrode und auch die Chinhydronbezugs- 
elektrode*) verwendet. 

Auch bei stark sauren Fliissigkeiten wurden Stérungen durch 
Diffusionspotentiale niemals beobachtet, weswegen bei fast allen Mes- 
sungen lediglich eine gesittigte KCl-Lésung als Zwischenflissigkeit 
diente. 

Die Cl’-Bestimmung wurde mit der Kalomelelektrode ausgefiihrt 
nach den Angaben von Michaelis.*°) Als Bezugselektrode diente hier 
die n/10-Kalomelelektrode, als Zwischenflissigkeit eine n/10-KNO,- 
Loésung. Leider ist die Methode sehr langwierig und wenig geeignet 
zur Durchfiihrung von Reihenbestimmungen. Auch erreicht die Ge- 
nauigkeit bei weitem nicht die der H’-Bestimmung. Die Schwierigkeiten 
wachsen bei Verwendung von stark E-haltigen Lésungen, wie sie in 
den spiteren Versuchen untersucht wurden. Daher wurden auch Ver- 
suche mit selbst hergestellter Chlorsilberelektrode*) angestellt, doch 
zeigten diese in vielen Fiillen kein scharf bestimmtes Potential. 

Die Berechnung der Chlorionenkonzentration (Cl’-Konzentration) 
geschah bei Benutzung der Kalomelelektrode nach der Formel 


E = 0,0576-log * - 





‘) Bresslau, Dtsch. med. Wochenschr. Bd. 50, S. 163 (1924). 

*) Clark, The determination of hydrogen-ions. Baltimore 1925. 

*) Niklas u. Hock, Diese Zs. Bd. 38, S. 407 (1925). 

‘) Veibel, Journ, chem. Soc. 1923, S. 2203. 

5) L. Michaelis, Praktikum d. physikal. Chemie. Berlin 1926. 

6) Ostwald-Luther, Physiko-chemische Messungen, Leipzig 1926. 





Unters. tiber die Bindung von Saéuren und Basen an Eiweibkérpern. ) 


Bei der Chlorsilberelektrode mufte fiir jede Elektrode eine Eich- 
kurve durch Messung von Lésungen bekannter Konzentration hergestellt 
werden, aus der nach den gemessenen Potentialen die Cl’-Konzentration 
der untersuchten Liésungen abgelesen werden konnte. Alle Zahlen, die 
hier wiedergegeben sind, wurden mit der Kalomelelektrode ermittelt. 


In einer Reihe von Versuchen wurden zuniichst die Be- 
funde Trendtels bestitigt. Gleichzeitig wurde die Bindung 
des Cl’ verfolgt. Da sich Abweichungen von Trendtels Be- 
obachtungen nicht ergaben, sind in Tab. 1 nur einige wenige 
Resultate angefiihrt, um das Parallelgehen der H’- und Cl’- 
Bindung zu veranschaulichen. Alle Ansiitze enthielten 1 g 
Fibrin, das in der von Trendtel angegebenen Weise gereinigt 
und nur durch kriiftiges Ausdriicken von Wasser befreit wurde. 
Nach 6stiindiger Kinwirkung der Siure wurde ein Teil der 
iiberstehenden, klaren Fliissigkeit abgegossen und untersucht. 


Tabelle 1. ‘ 
Je 1g Fibrin in 100 eem HCL. 











Bei Versuchsbeginn Nach 6 Stdn. Quellung 
Pu Po! Pr | Po 
1,08 | 1,08 112 | 1,12 
136 | 41,84 1,53 151 
136 | 1,38 144. 1,43 
1,36 1,36 1,46 1,45 


Die Bindung von Cl’ entspricht durchaus der H-Bindung. 
Hine elektrolytische Spaltung entstandener E-Chloride ist also 
nicht nachzuweisen, 

Bedeutungsvoll fiir unsere Frage war die von Trendtel 
in einem Doppelversuch beobachtete Wiederabgabe bereits an K 
gebundener H’. Man kénnte daraufhin vermuten, daB zwischen 
Siure und E eine dissoziable Verbindung entstiinde, wofiir auch 
einige der Trendtelschen Tabellen Anhaltspunkte geben wiirden. 
Zur Klairung dieser Frage wurden Versuche unternommen, 
deren Verlauf aus den folgenden Protokollangaben zu er- 
sehen ist. 
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Versuch 1. 


3 g Trockenfibrin (Herstellung s. §. 14) quellen in 100 cem n/10-HCI. 

h der Flissigkeit vor Quellung 8,91-107*. 

h des Ansatzes nach Quellung 6,17-10—°. 

Mithin an das Fibrin gebunden 2,74-10~* H’. 

Es lassen sich 75 cem Filiissigkeit abgieBen. In dem zuriick- 
bleibenden Gel von einer h = 6,17-10~? sind also noch 1,55-10~* freie 
H’ vorhanden. 

Das Fibrin wird mit eisgekiihltem Wasser sechsmal gewaschen, 
bis im Waschwasser kein Cl’ mehr nachweisbar ist, und in 100 cem 
destilliertem Wasser suspendiert. Nach 6 Stunden ist in der umgeben- 
den Fliissigkeit wieder Cl’ vorhanden. 

h des Ansatzes betrigt 6,01-10~° bei 125 eem Volumen 
im Ansatz sind also 1,5 -10~* freie H’ vorhanden. 

Das nach dem AbgieBen der Flissigkeit zuriickbleibende 
Gel hat einmal 2,74-10-% H’ in irgendeiner Form gebunden, 
ferner hat es eine A=6,17-1077, enthalt also in 25 ccm 
1,55-10- freie H’. Wird das Gel in 100 ccm Wasser sus- 
pendiert, so diffundieren diese freien H’ so lange in die um- 
gebende Fiissigkeit, bis in dieser und in dem Gel die A gleich 
geworden ist. Die erhaltenen 125 ccm Ansatz miiBten dann 
eine h = “2 «10-3 = 1,24-107* haben. Wiirden auch die 
anfangs vom Fibrin gebundenen H’ wieder abgegeben werden, 


so miiBten im Ansatz sogar 1,55-107~3 4+ 2,74-10 ?=4,29-10°° H 
vorhanden sein, wihrend tatsiachlich nur 7,5-107~* gefunden 
wurden. Es sind also keine von dem mit Saure stark be- 
ladenen Fibrin bereits gebundenen H’ wieder frei gegeben worden. 


Nach Erreichen des neuen Gleichgewichtes wurden sogar weniger 
freie H’ gefunden, als nach der Vorberechnung erwartet werden durften. 
Diese Erscheinung wurde in mehreren gleichartigen Versuchen beob- 
achtet. Sie hat zwei Ursachen. Einmal ist zu erwarten, daB beim 
Waschen des Geles nicht nur anhaftende HCl abgespiilt wird, sondern 
bereits Spuren von H’ aus dem Gel in das Waschwasser diffundieren. 
Dieser H’-Verlust ist aber unbedeutend. Schon nach dreimaligem Ab- 
spiilen mit eisgekiihltem Wasser bleibt das Waschwasser frei von H 
und Cl’, sofern man nur dafiir sorgt, daB das Wasser nicht zu lange 
mit dem Gel in Beriihrung bleibt. Eine weitere Fehlerquelle ist die 
Vernachlissigung des Volumens der bei der Waschung abgespiilten HCl. 

Frei von diesen unvermeidlichen Fehlern ist die Anordnung in 


Versuch 2. 
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Versuch 2. 
2g Trockenfibrin quellen in 200 cem n/20-HCl 


h der Fliissigkeit vor Quellung = 4,37-107? 
h des Ansatzes nach Quellung = 3,63-10 ? 
mithin an Fibrin gebunden 1,48-10—°. 
Es werden entnommen 
3 50 ecm Fliissigkeit. 2. 50 cem Ansatz enthaltend das 
gequollene Fibrin. 
h betragt 3,63+10 ?. h betriigt 3,63-107?. 

Es werden zugesetzt Ks werden zugesetzt 
10cemn/10-NaOH + 40cem Wasser. 10cemn/10-NaOH + 40 cem Wasser 
Nach 6 Stunden betriigt Nach 6 Stunden betriigt 
h = 9,17+107, h = 9,17-10—°. 


Das Gel hat die Reaktion nicht anders beeinfluBt als das 
gleiche Volumen verdiinnte HCl von gleicher #. Das mit 
1,48-10-% H’ beladene Fibrin hat also keine bereits gebun- 
denen H’ wieder freigegeben. 

Bei der Herabsetzung der h durch Zusatz von NaOH ist einige 
Zeit erforderlich, bis sich das Gleichgewicht zwischen der / des Geles 
und der umgebenden Fliissigkeit einstellt. Dieses veranschaulicht der 
3. Versuch. 


Versuch 38. 
Ansatz 1. Ansatz 2. 
50 ecm HCl-Lisung h = 3,59-107*. 50 cem HCl-Lésung enthaltend 5 g 
Fibrin, das bei vorheriger Quellung 
3,24-10~% H’ gebunden hat. 
h des Ansatzes = 3,59-107”. 


Es werden zugesetzt 20 ccm n/10- Zusatz von 20 cem n/10-NaQH 
NaOH + 30 cem Wasser. + 30 ecem Wasser. 

Nach 1 Stunde h = 9,44-10~. Nach 1 Stunde h = 3,67-10~*. 

Nach 6 Stunden h = 9,44-107~*. Nach 6 Stunden h = 9,44-10~*. 


Wihrend sich in Ansatz 1 der Ausgleich natiirlich augenblicklich 
vollzieht, zeigt die Umgebungsfliissigkeit im Ansatz 2 zunichst sogar 
eine geringere h als Ansatz 1. Nachdem jedoch der Austausch der 
freien Ionen zwischen dem gequollenen Fibrin und der Fliissigkeit voll- 
zogen ist, wird die A in beiden Ansitzen gleich. Es sind aber von dem 
mit Siiure beladenen Fibrin keine bereits gebundenen H’ freigegeben 
worden. 


Wenn die angefiihrten 3 Versuche, die nur Beispiele aus 
einer gréBeren Reihe gleichsinniger Beobachtungen sind und 
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beliebig vermehrt werden kénnten, gegen die Annahme einer 
Wiederabgabe von gebundenen H’ bei Herabsetzung der AuBen- 
konzentration sprechen, so sel ausdriicklich betont, daB die 
MeBresultate durchaus im Sinne der Beobachtungen von 
Trendtel liegen. Dieser hat seine Versuche nur anders ge- 
deutet. Bei Anwendung der hier gebrauchten Berechnungs- 
weise sprechen auch die Trendtelschen Messungen gegen 
eine Wiederabgabe gebundener H’, also ganz im Sinne der 
hier mitgeteilten Versuche. 

Weiter sei ein Versuch angefiihrt, der die Nachbindung 
von H’ durch gequollenes E zeigt. Gequollenes Fibrin, das 
schon gréBere Mengen H’ gebunden hat, bindet bei Erhéhung 
der 4 keine weiteren H’; wohl aber vermag Fibrin, das in sehr 
verdiinnter Siure gequollen, noch nachtriglich H’ zu binden, 
aber erheblich langsamer. 


Versuch 4. 
Ansatz 1 Ansatz 2. 
50 ecm Flissigkeit von 50ccm Ansatz enthaltend 5g Fibrin, 
h = 1,62-107%. das bereits 2,66-10—*° H’ gebunden 
hat. h des Ansatzes = 1,62-107°. 
Es werden zugesetzt 30 cem n/10- = _Zusatz von 30 cem n/10-HCl 
HCl + 20 cem Wasser. + 20 cem Wasser. 
Nach 6 Stunden h = 2,76-107?. Nach 6 Stunden kh = 1,29-107. 


Is sind also erneut 1,47-10—* H’ von dem Fibrin gebunden worden. 

Die Trendtelschen Tabellen zeigen eine Zunahme der 
Saéurebindung mit zunehmender Siurekonzentration. Die Zu- 
nahme erfolgt bei geringer Konzentration sehr rasch, verlang- 
samt sich spiter und scheint einem Maximum zuzustreben. 
Es 1i8t sich nun durch Rechnung zeigen, dab Trendtel in 
seinen Versuchen dieses Maximum bereits erreicht hatte. Nur 
kommt dies in seinen Zahlen nicht zum Ausdruck, da er ein- 
mal die Werte auf das Volumen der Restfliissigkeit, nicht des 
Gesamtansatzes berechnet und weiter den Aktivititskoeffizienten 
des H’ unberiicksichtigt gelassen hat, dessen genauer Wert 
bei Abfassung der Trendtelschen Arbeit noch nicht zur Ver- 
fiigung stand. Daher wurden einige seiner Ergebnisse um- 
gerechnet, wodurch man zu wesentlich anderen Schliissen kommt. 
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Tabelle 2. 
Je 2'/, g Fibrin in 50 eem HCl. 











1 2 3 4 5 6 7 8 
; . ~ 
Urspriingliche ee von 28 
Fliissigkeit Resttliissigkeit | Trendtel 3-5 Gebunden 
HC! e — Bo Neuberechnung 
: A) en ber. | & H’ 
. [H’] ecm (H at =% es ee he sila 
| 7,99-107" | 9 4.10- _ 
| 7,99-1071] 46,5 | 7,72-1074] 4,0-10—% | 0,823 | 7,72+107 “- cane | eee 
0,27-10-'; “or 
] 8,98+10—"| 5 1 gms 
0,5 |3,98-10~} 46,0 | 3,67-10~"| 3,1-107° | 0,766 | 3,67-107*) — 2,02-107° 
ane 
y] 
1,98-10-7) 95 19—2 
0,25 |1,98-1071] 45,0 |1,63-10—"] 26-107? | 0,775] 1,63-107* —____| 2.96.107° 
| 0,85-10—1) 3°0775 
; ? 
845-107" 9,.86-10—* | 
0,1 |8,45-107~7] 39,5 | 6,09-10—?1 1,82-10—] 0,814 | 6,09- 10°” 1,45+107° 
2 36-1072 2-0,814 
2.36 | 
| 4,56-10~*) 4 9. 49—2 
0,05 | 4,56-10—*] 39,0 | 2,56-10~*] 1,29-10—] 0,860 | 2,56-107*| —-—_—___| 1,16 +10-" 
2,00-10—2| 7,800 
) 
| ab7+10" | 120+107* 
0,025] 2,57+10—"} 39,0 | 1,18-10—2] 0,83-10—*} 0,888] 1,18-10-? —~—__] 9. 783.10°° 
} 739-102 2-0,888 
) 
9572-1078 6 27.10 | 
0,01 |9,72-10~9} 43,5 | 2,95-10—°]0,358-10°3] 0,924 | 2,95-10—° —_____] (, 366-10 °° 
6,1T-10-3| 7°09 
? 


























































Tabelle 2 zeigt die Umrechnung am Beispiel der Versuchs- 
reihe Nr. 1—7 von Trendtel.') Spalte 1—4 gibt die Daten 
von Trendtel wieder, Spalte 5 enthalt die von Trendtel be- 
rechnete H’-Bindung. In Spalte 6 sind die Aktivitiitskoeffi- 
zienten fiir die entsprechenden Konzentrationen wiedergegeben 
nach den Tabellen von Lewis und Randall’), die wohl die 
besten zurzeit verfiigbaren Werte sein diirften. Spalte 7 zeigt 


tener 


') Trendtel, Pfliigers Arch. Bd. 203, 8. 480 (1924). 
*) Lewis u. Randall, aa. O. 
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die Kinzelheiten der Berechniing, wihrend die Ergebnisse in 
Spalte 8 zu finden sind. 


Wie man an Hand der neu errechneten Werte sieht, er- 
reicht unter den Versuchsbedingungen die H’-Bindung bei n/10 
ein Maximum. Trendtels Ergebnisse wiirden bei graphischer 
Darstellung etwa einer Adsorptionskurve entsprechen, wihrend 
die Kurve der neu berechneten Werte einen ausgesprochenen 
Knick zeigen wiirde. 

Aus den Trendtelschen Messungen wiirde sich nach der 
hier wiedergegebenen Methode die maximale H’-Bindung fiir 
1g Fibrin auf 8,8-10~* berechnen. Bracewell?) hat den 
gleichen Wert mit 9,6-10~* H’ gefunden. Die geringe Ab- 
weichung der beiden Zahlen diirfte sich aus dem verschie- 
denen Wassergehalt, der von den Untersuchern nicht beriick- 
sichtigt wurde, ohne Schwierigkeit erkliren. 

Bei Durchsicht der Trendtelschen Zahlen fallt weiter 
auf, daB zwar mit steigender E-Konzentration die H’-Bindung 
zunimmt, aber die doppelte Menge Fibrin keineswegs die 
doppelte Menge H’ binden kann. Auch nimmt eine bestimmte 
Menge Fibrin aus 100 ccm n/10-HCl mehr H’ auf, als aus 
50 cem. Derartige Abweichungen hat Trendtel aus Ver- 
schiedenheiten des Ausgangsmaterials erklirt. Um von solchen 
Zufiilligkeiten unabhingig zu sein, wurde in allen weiteren 
Versuchen nur Trockenfibrin angewendet, das in folgender 
Weise hergestellt wurde. 

Das Fibrin wurde frisch vom Schiachthause bezogen, 2 Tage unter 
flieBendem Wasser und 1 Tag in stiindlich erneuertem destilliertem 
Wasser gereinigt. Das gut ausgepreBte Material wurde sodann iin 
Hochvakuum bei 45° getrocknet. Das erhaltene Produkt ist von briun- 
licher Farbe und sehr spréder Beschaffenheit, so daB es bequem im 
Morser pulverisiert werden kann. Es zieht kein Wasser an und ist un- 
begrenzt haltbar. Im allgemeinen wurde es unzerkleinert verarbeitet 
und zeigte dann nach Quellung in Fliissigkeiten im Aussehen keinen 
Unterschied von frischem Fibrin. Dieses sogenannte Trockenfibrin wurde 
im lufttrockenen Zustande abgewogen. Der N-Gehalt schwankte zwischen 
13,8 und 14,2°/, N. 


— 


'!) Bracewell, Journ. Americ. Chem. Soc. Bd. 41, 8. 1511 (1919). 


\ 
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Unters. tiber die Bindung von Siuren und Basen an Eiweifkérpern. 15 


Tabelle 3. 


Alle Versuche in verdiinnter HCl. 











Material Pu bei Ver- Pir nach Quellung 
suchsbeginn |+/, Std.!1/, Std.| 1 Std. | 6 Std. 
Trockenfibrin V 1,17 ~~ | 1,28 | 1,35 | 1,35 
VI 1,51 2,81 | 3,04 | 3,01 | 3,04 
" Il gemahlen 1,07 1,15 | 1,14 | 1,15 | 1,15 
Vill : 1,19 1,34 | 1,36 | 1,36 | 1,86 








Trockenfibrin bindet H’ fast augenblicklich. Pulverisiertes 
‘Trockenfibrin hat in wenigen Minuten die maximale H’- Bindung 
erreicht, unzerkleinertes etwa dann, wenn die Quellung den 
‘iuBerlich sichtbaren AbschluB erreicht hat, was je nach 
Siurekonzentration und Temperatur verschieden lange Zeit 
erfordert. 

Tabelle 4. 
Py der verwendeten HCl = 1,36, h = 4,37-10—?. 





PH nach h nach durch Quell. 


Mengenverhiltnisse 
5 . Quellung Quellung | gebund. H 











|¢ Trockenfibrin in 100 cem 1,45 3,55-107? 0,82-107° 
2 9 r ,, 100 cem 1,57 2,69-1072 | 1,68-107° 
3g : ., 100 cem 1,73 1,86-10-2 | 2,51-10-° 
2g " ., 200 eem 1,45 3,55°10-* 1,64-107° 


Ks besteht also strenge Proportionalitat zwischen K-Menge 
und gebundenen H’, sofern man nur die Konzentrationsinde- 
rung und nicht die durch Quellung gebundene Fiissigkeits- 
menge in Rechnung stellt. 

Fiir die Entscheidung der Frage, ob chemische oder ad- 
sorptive Bindung vorliegt, war die Angabe von Trendtel be- 
deutungsvoll, daB héhere Temperatur die Siurebindung be- 
schleunigt, aber nicht vermehrt. Dagegen haben Hoffmann 
und Gortner?) bei zahlreichen EK fir die Siure- und Alkali- 
bindung einen ausgesprochen negativen 'emperaturkoeffizienten 


') Hoffmann u. Gortner, Colloid Symposium Monograph, Heft2, 
S. 209 (1925). 
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gefunden, eine Feststellung, auf die sie die Annahme einer 
Adsorptionsverbindung vornehmlich stiitzen. Es wurden daher 
in dieser Richtung planmiBige Untersuchungen angestellt. Be- 
stimmte Mengen Fibrin wurden in Siure in einem Thermo- 
staten von 15° und Parallelbestimmungen im Brutschrank bei 
40° der Quellung iiberlassen, danach wurde die Restfliissigkeit 
abgegossen und in dieser nach Erreichen der Zimmertemperatur 
von 18° die p,,-Bestimmung durchgefihrt. 








Tabelle 5. | 
Nach Quellung in | Bei 15° py | Bei 40° py 
n/20-HCl . . . 1,46 1,46 
n/20-HCl . . . 1,44 1,44 
n/2-CH,COOH_ . 2,36 2,45 | 
n/2-CH,COOH . 2,58 2,58 
n/100-HCl. . . 2,56 2,44 





Es liegt bei der Siurebindung durch Fibrin also kein 
negativer Temperaturkoeffizient vor. 

Loeb?) hat die Frage, ob es sich bei der Siure- wud 
Alkalibindung um eine adsorptive oder chemische Verbindung 
handelt, von einer anderen Seite zu lésen versucht. Er be- > 
diente sich dabei der sogenannten Titrationskurven, wie sic 
zuerst von d’Agostino und Quagliariello?) zu a&hnlichen 
Zwecken gebraucht worden sind. 1°/, E-Lésungen wurden 
mit n/10-HCl/ n/10-H,SO,, n/10-Oxalsiure und n/10- Phos- 
phorsiure titriert und die durch den Sdurezusatz erreichten 
H’-Konzentrationen gemessen. Loeb glaubte auf Grund seiner 
Titrationskurven aussagen zu kénnen, daB die Siurebindung 
an EK eine rein chemische, sich nach stéchiometrischen Ge- 
setzen vollziehende sei. Es wurden nun in ganz der gleichen 
Weise Titrationskurven fiir die Bindung der gleichen Sduren 
an das unlésliche Fibrin aufgenommen. Statt aller Zahlen- 


1) Loeb, a. a. O. 
*) d’Agostino und Quagliariello, Nernst - Festschrift, S. 37, 
Halle 1912. 
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angaben, die aus den Kurven unschwer ablesbar sind, folgt 
in Fig. 1 die graphische Darstellung der Versuche. 

In allen Fallen enthalten 100 ccm Fliissigkeit 1 g Trocken- 
fibrin. Die Ordinaten geben an, wieviel ccm n/10-Siure in 
den 100ccm Fliissigkeit enthalten war, die Abszissen zeigen 
die jeweils gemessenen Werte des p,. 

Die Kurven haben genau dasselbe Aussehen wie die von 
Loeb fiir das Kieralbumin aufgestellten, und @s sei daher an 
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Fig. 1. 


ihnen die Loebsche Beweisfiihrung besprochen. Die Kurven 
fiir HCl und H,SO, decken sich nahezu véllig, die Kurve fiir 
H,PO, ist ungefahr dreimal so hoch wie die HCl-Kurve, wih- 
rend die Oxalsiurekurve in einigen Teilen ungefahr doppelte 
Hohe erreicht. H,SO, dissoziiert in den benutzten Konzen- 
trationen als zweibasische Siure, folglich sind ebensoviele 
com n/10-H,SO, wie ccm n/10-HCl erforderlich, um eine 
Ki-Liésung von einem p,, auf einen anderen zu bringen. H,PO, 
dissoziiert dagegen bei einem p,, < 4,7 als einbasische Siure. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physio!, Chemie, CIXXITI, 2 
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Wenn sich EK nach stéchiometrischen Gesetzen mit der Siure 
verbinden, mu8 man zur Erzielung der gleichen p,,-Anderung 
dreimal so viele ccm n/10-H,PO, verbrauchen wie ccm n/10- 
HCl, Oxalsiure dissoziiert in schwach saurer Liésung zwei- 
basisch und beginnt bei sinkendem p,, allmiahlich einbasiscl: 
zu werden. Daher muB je nach den Dissoziationsverhiltnissen 
eine zwischen der gleichen und der doppelten Anzahl ccm 
schwankende Menge n/10-Oxalsiiure dieselbe p,-Anderung be- 
wirken wie n/10-HCi und die Titrationskurve daher in einem 
Extrem sich mit der HCl-Kurve decken, im anderen die doppelte 
Hohe zeigen. 











\% 
S 

| 

| 

| 

| 

} 

| 

| 

| 

| 

{ 

| 

| 

‘ | 
| | 


? ‘a! 
com % NaOH inioocem Ansate 
mS 
| \ | 

| 
| 
| 
1 


~ 
Q 





: 
| 
| 
| 
| 

















Fig 2. 


Kine Betrachtung der Fig. 1 zeigt, daB sich die Phosphor- 
siurekurve ungefaihr in der dreifachen Hohe der HCl-Kurve 
bewegt, die Oxalsiurekurve in ihrem oberen Teile in der 
doppelten Hohe. Allerdings ist von einer strengen Giiltigkeit 
des Verhiltnisses 1:2:3 keine Rede, was aber bei den Loeb- 
schen Kurven auch nicht der Fall ist. 

Ferner wurde auch die Titrationskurve des Filyins mit 
n/10-NaOQH aufgenommen. 

Die Kurve zeigt keine bedeutende Abweichung von den 


Titrationskurven der bisher untersuchten EK. Zu _ beachten 


ist, daB Fibrin in alkalischen Fliissigkeiten sehr schnell sich 
zu lésen beginnt, wodurch die MeBresultate natiirlich beein- 
fluBt werden kénnen. 

Loeb glaubte, wie schon erwiihnt, daB durch seine Ti- 
tratiouskurven alle fiir eine Adsorptionsbindung sprechenden 
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Argumente entkriftet seien. Seither haben Hoffmann und 
Gortner’) auf Grund sehr eingehender Untersuchungen an 
14 verschiedenen EK eine andere Avsicht vertreten. Sie 
nehmen an, daB bei der Siure- und Alkalibindung durch E Kk 
zwei verschiedene Bindungsarten vorkommen, niimlich eine 
chemische Bindung, die aber nur im p,,-Bereich von 2,5—10,5 
eintritt, und eine adsorptive Bindung, die bei einem p,, unter 
2,5 und iiber 10,5 Platz greift. 

Die wichtigsten Griinde, die Hoffmann und Gortner 
fiir die Annahme einer Adsorptionsbindung in den extremen 
Konzentrationsbereichen geltend machen, sind ein ausgesprochen 
negativer Temperaturkoeffizient der Siiure- und Alkalibindung, 
yon dem oben schon die Rede war, eine Proportionalitat 
zwischen den Logarithmen der gebundenen Siiuremenge und 
der urspriinglichen Siiurekonzentration und ferner die Tatsache, 
daB bei héheren Saure- und Alkalikonzentrationen die Bindung 
bei verschiedenen EK ungeachtet ihrer verschiedenen chemi- 
schen Zusammensetzung annihernd gleich grof ist. Nun kommt 
allerdings gerade den Beobachtungen bei hohen Konzentrationen 
nur eine bedingte Beweiskraft zu, wie neuerlich Cohn?) nach- 
driicklich betont hat, daB alle Fehler, die durch die Unsicher- 
heit des Aktivitiitskoeffizienten ganz unvermeidlich auftreten, 
geyade in den Fallen zu verhingnisvollen Irrtiimern fiihren 
miissen, in denen die Menge der freibleibenden H’ gegeniiber 
den gebundenen sehr gro8 wird. So gibt denn auch Cohn 
den Ergebnissen von Hoffmann und Gortner nach Uber- 
rechnung mit den Aktivititskoeffizienten von Lewis und Ran- 
dall eine wesentlich andere Deutung. 

Aus den eigenen Untersuchungen iiber H’-Bindung in stark 
sauren HCl-Lisungen durch Fibrin verschiedener Herkunft sind 
in Tab. 6 Beispiele angefiihrt. Dieselben sind aus einer groben 
Zahl von Versuchen so ausgewihlt, daB fiir jede Fibrinart 
jedesmal der héchste und der niedrigste Wert, der iiberhaupt 
zur Beobachtung kam, angefiihrt ist. In der Mehrzahl der 











1) Hoffmann u. Gortner, a. a. O. 
*) Cohn, a. a. O. 
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Untersuchungen lagen die Resultate ungefihr in der Mitte 
zwischen den in der Tabelle aufgefiihrten Grenzwerten. Von 
der Errechnung von Mittelwerten wurde Abstand genommen. 

















Tabelle 6. 
Vor |Nach} Gebunden iia 
Material | Mengenverhiiltnisse | Quellung durch kungen 
Pa) Pr 1 g Fibrin 
20 g in 200 cem HCl |1,36 1,76 | 2,63-107' 
Fibrin, | 2g,, 250 ,, ,, 11,86/1,76 | 2,63-10—¢ Doppel- 
gewissert | 2¢,, 250 ,,  ,, |1,00/1,82 | 5,21-107* bestim- 
25g, 250 ,, ,, |1,00/1,81 | 5,11-1074 scene 
Fibrin, (| 10g, 50 .,  . 41,00) 1,34 | 2,72-1074 
ones 5g, 875 ,  ., |1,06/1,84 | 38,63-1074 
10g,, 500 ,.  ., $1,07/ 1,15 | 715-1074 f) 
10g,, 500 .,  ., |1,07/ 1,15 | 7,15-107* 
Trocken- }/ ig | 500 ., ., 11,17 | 1,87 | 12,5-10-¢ desgl. 
fibrin 20¢,, 500 ,, .. [ 1,17) 1,69 |11,8-107¢ 
tn. 1% .., " 1,17 1,71 12,0-10° 4 














Unter gewissertem Fibrin ist frisches Material, das nach der 
Trendtelschen Methode behandelt war, verstanden. Das gekochte 
Fibrin ist ebenso vorbehandelt, danach kurz aufgekocht und endlich 
durch sorgfiiltiges Auspressen mit der Hand vor der Wiigung vom an- 
haftenden Wasser befreit. Das Trockenfibrin war lufttrocken, sein 
Wassergehalt nicht immer vollig tibereinstimmend. Die als Parallel- 
bestimmungen gekennzeichneten Versuche sind an gleichem Material 
ausgefiihrt, zu allen anderen diente Fibrin von verschiedenen Schlachtungen. 

Wie aus der Tab. 6 zu ersehen ist, zeigt die H’-Bindung 
durch Fibrine verschiedener Herkunft ganz erhebliche Schwan- 
kungen. Um sich von solchen Schwankungen méglichst unab- 
hingig zu machen, wurde deshalb immer eine gréBere Menge 
Fibrin von einem Tiere getrocknet und das so gewonnene ein- 
heitliche Material fiir Versuchsreihen benutzt. 

Die Vorbehandlung ibt oft gar keinen Kinflu8 auf das H- 
Bindungsvermégen aus. Ein Beispiel hierfiir zeigt die Tab. 7. 
Je 50g gewissertes Fibrin wurden auf die H’-Bindung unter- 
sucht und zwar einmal frisch, zweitens gekocht und endlich 
getrocknet. 
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Tabelle 7. 


In allen Versuchen 500 cem HCl von py = 0,95. 





50 g gereinigtes Py des Ansatzes Gebunden 
Fibrin abgewogen, nach 3 Stdn. durch 
danach verarbeitet: Quellung 1 g Fibrin 
frisch 1,15 4,12-10° 4 
gekocht . . . . 1,15 4,12-107* 
getrocknet ... 1,14 4,00-107* 








Die Vorbehandlung hat also die H’-Bindung in diesem 
Halle nicht beeinfluBt. In anderen Versuchen zeigte sich je- 
doch bisweilen, daB das Trocknen auch bei schonendstem Vor- 
gehen die H’-Bindung andern und zwar vor allem mindern 
kann. 


In gleicher Weise wurden auch noch einige andere E K 
untersucht. Das Serumalbumin wurde aus Pferdeserum nach 
dem Ammonsulfatverfahren nach Hammarsten gewonnen 
Casein wurde aus Kuhmilch dargestellt. Das Eieraibumin 
war das kiéufliche Handelspriiparat. Die Ergebnisse finden 
sich in Tab. 8. 


Tabelle 8. 
In allen Versuchen HCl. Versuchsdauer 6 Stdn. Temp. 18°. 





Vor | Nach Gebund 
Untersuchter Quellung omg Bemerkungen 
EKiweiBkérper durch 1g ™ 
Pir | Pr 
i 1,32 1,55 | 9,85-1074 Doppel- 
Trockenfibrin 2°/, 1,32 1,56 | 10,1-1074 seit 
Serumalbumin I 1°/, 1,04 | 1,12 | 15,4-107* 
tro, ff std Last | 129-107 
” “fo  \} 1,19 | 1,42 | 13,3-1074 
Casein 11%, . . . | 1,05 1,10 | 9,70-107¢ deng}. 
,» 24, .. . | 1,82 | 1,52 | 8,80-10-4 
Kieralbumin 1/,°/,  . | 1,67 | 1,77 8,80-107 4 
Witte Pepton 1°, . | 1,36 | 1,62 | 19,7-107* | °/,Stdn. Quellung 
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Die besten verfiigbaren Angaben iiber das H’- Bindungs- 
vermégen der KK diirften die von Cohn!) ausgefiihrten Neu- 
berechnungen sein. Mit diesen zeigen die Zahlen der Tab. 8 
befriedigende Ubereinstimmung. 

EK nehmen aus Lésungen nicht nur Siuren und Basen, 
sondern auch Salze auf. Besonders eingehend untersucht sind 
die Verbindungen von EK mit Kalksalzen?), solche von Amino- 
siuren und Peptiden mit Neutralsalzen sind sogar zur Kry- 
stallisation gebracht worden.3) Durch das Entstehen von Ver- 
bindungen zwischen EK und Salzen erkliren sich die unregel- 
miBigen Léslichkeitsverhiiltnisse mancher EK, fiir die man 
gern den kolloidalen Zustand zur Erklarung herangezogen hat. 
So lésen sich z.B. Globuline nur in Salzlésungen und fallen 
beim Verdiinnen wieder aus, ein Verhalten, das mit dem Kol- 
loidcharakter der Globuline nichts zu tun hat, sondern ledig- 
lich zu erkliren ist aus der Bildung einer Verbindung zwischen 
Globulin und Neutralsalz, die beim Verdiinnen durch Hydro- 
lyse wieder gelést wird.*) Als amphotere Elektrolyte ver- 
binden sich EK mit Siiuren nur auf der sauren Seite des 
isoelektrischen Punktes (LEE), mit Basen nur auf dessen 
alkalischer Seite. 

Zunichst wurde die Bindung von Cl’ aus zugesetztem 
KCl bei wechselnder A untersucht. Bei Auswahl geeigneter 
Bedingungen sind die Unterschiede so bedeutend, daB sie schon 
mit chemischen Methoden nachweisbar sind. So wurden je 3g 
Trockenfibrin in je 50ccm n/10-Essigsiure, Wasser und n/10- 
NaOH der Quellung iiberlassen. Alle 3 Ansiitze waren vorher 
durch Salzzusatz auf n/5-KCl-Konzentration gebracht. Nach 
38 Stunden wurde die Abnahme des Cl’ nach Volhard be- 
stimmt. Ergebnisse zeigt Tab. 9. 





1) Cohn, a. a. O. 

*) Simon, Diese Zs. Bd. 66, 8.70 (1910). 

*) Pfeiffer und Mitarbeiter, Diese Zs. Bd. 81, $.329 (1912); Bd.85, 
S. 1 (1913); Bd. 97, S.128 (1916); Bd. 1338, $.180 (1924); Bd. 133, 8. 33 
(1924); Bd. 135, S.16 (1924); Chem. Ber. Bd.48, S.1938 (1915); Bd. 55, 
S. 1769 (1922); Bd. 48, S. 1041 u. 1289 (1915). 

4) O. Kestner, Chemie d. EK, S. 145, Braunschweig 1925. 
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Tabelle 9. 


8 ¢ Trockenfibrin in 50 cem Fliissigkeit von n/5-KCl-Gehalt in: 








n/ 10-Essig- os n/10-Natron- 


siiure lauge 


Vor Quellung in je 5 eem An- 
satz . 6 6 ew ew ee 6 f } 35,5 mg Cl] 35,5 mg Cl} 35,5 mg Cl 
Nach Quellung in je 5 ceem 











Ameetn . . « - « + « « FS8G5 meg ,, | 38,72 me ,, 183,18 me , 
Gebunden aus je 5 cem Ansatz | 3,5 mg ,, | 1,7&8mg ,,} 1,78 mg ,, 
Menge der Restfliissigkeit . . 46 ccm 42 ecm 22 ccm 


Die Konzentrationsabnahme fiir Cl’ ist in saurer Lésung 
doppelt so groB wie in neutraler, in alkalischer Lésung diirfte 
die Verschiedenheit der Restfliissigkeitsmenge einen Vergleich 
nicht zulassen. 

In weiteren Versuchen wurde Fibrin in Lésungen von 
wechselnder , denen Rhodansalz zugesetzt war, der Quellung 
iiberlassen, nach Ablauf von 3 Stunden die Fliissigkeit ab- 
gegossen und das Fibrin so lange mit destilliertem Wasser 
gewaschen, bis das Waschwasser mit FeCl, keine Farbreaktion 
mehr gab. Danach wurde das Fibrin mit Pepsinsalzsiure ver- 
daut und in dem Verdauungsgemisch erneut auf Rhodan ge- 
priift. 

Die Ergebnisse solcher Versuche finden sich in Tab, 10. 
Jeder Ansatz enthielt 3g Fibrin und 10 ccm n/10-Rhodan- 
lésung in 100 ccm Acetatpufferlésung der angegebenen h. 


Tabelle 10. 


Bindung von Rhodan. 





>” 


¢ 
One 


Py des Acetatgemisches 








4,1 | 4,4 | 4,7 | 5,0 | 5,6 | 7,0 


| 

Rotfirbung durch FeCl, . [+ [4 + + + + + | ? 0 | 6 
Fibrin bindet also Anionen nur bei p,, < 5,0 und es war 

zu erwarten, da8 Kationen nur bei p,, > 5,0 gebunden wiirden. 
Kntsprechende Versuche wurden mit HeCl, und AgNO, an- 


gesetzt, doch zeigte es sich, daB Fe sowohl wie Ag bei jeder 
Reaktion aufgenommen werden. Tab. 11 zeigt die Ergebnisse. 
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Fe wurde im Verdauungsgemisch an der Rotfarbung mit Rhodan 
erkannt, Ag durch die Schwarzfarbung des entstandenen AgCl 
bei lingerer Belichtung nachgewiesen. 


Tabelle 11. 
Bindung von Fe und Ag. 














Pu des Acetat- 7 “ 5 

gemisches | 29 | 56 | 50 | 47 | 44 [40 | 32 | ay 
= — ee ERTS aan — ‘| mone -— —- 
Dunkelfiarbung 


durch AgCl J+H++]++4]++4+]/++4]/4+4+4+] ++] + — 


Rotfirbung n. 
Rhodanzusatz [++ +[++f+ ++] ++4+]+ +t ]+++[+++]4++4+ 


























Fe wurde von Fibrin sogar aus n/5-HCl aufgenommen 
und konnte selbst durch 24stiindige Wisserung nicht aus- 
gewaschen werden. Selbstverstindlich wurde durch Kontroll- 
versuche festgestellt, daB das zu den Versuchen benutzte Fibrin 
eisenfrel war. 

Um diese Ergebnisse aus den amphoteren Eigenschaften 
des Fibrins zu erkliren, hitte man annehmen miissen, daB im 
Fibrin 2 Komponenten enthalten seien, deren eine den I. E. P. 
bei etwa 4,8 hatte und deren andere auch in stark saurem 
Bereich Anion wire. Mehr Wabhrscheinlichkeit hitte die An- 
nahme einer komplexen Verbindung zwischen dem E und Fe 
bzw. Ag, in der diese Metalle Bestandteil eines Anions wiirden. 
Zu bedenken war jedenfalls, daB die gewiihlten Kationen E 
fillend wirken. Versuche mit indifferenteren Farbstoffen er- 
gaben dann auch ein anderes Resultat. 

Als brauchbar erwies sich die Kombination eines sauren 
und eines basischen Farbstoffes, wie sie in dem in der mikro- 
skopischen Technik zur Farbung nach May-Griinwald be- 
nutzten eosinsauren Methylenblau vorliegt. Es wurden wie 
vorher je 3g Fibrin in 100 ccm Acetatgemisch von steigen- 
der h nach Farbstoffzusatz der Quellung iiberlassen, nach 
3 Stunden die Fliissigkeit abgegossen, und das Fibrin bis zur 
Farblosigkeit des Waschwassers gewaschen. Ks zeigten dann 
in einigen Fallen das Fibrin die Kosinfarbe, in anderen eine 
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Mischfarbe, in wieder anderen ein schwarzblaues Aussehen. 
Wurde HCl und Pepsin zur EKinleitung der Verdauung zu- 
gesetzt, so firbte sich die Fliissigkeit in den Ansitzen, die 
Methylenblau gebunden hatten, kriftig blau. Diese Er- 
scheinung erleichterte die Entscheidung ganz wesentlich in 
den Fallen mit undeutlicher Farbung des Fibrins, Es zeigte 
sich niimlich, daB die intensive Farbe des Methylenblaus 
auch in den Ansitzen mehr oder weniger deutliche Spuren 
zuriicklieB, in denen es nachweislich des weiteren Versuchs- 
verlaufes nicht zur Bindung in Betracht kommender Mengen 
Methylenblau gekommen war. Nach beendigter Verdauung 
zeigten die eosinhaltigen Ansiitze nicht ein roétliches, sondern 
ein schmutzig griinliches Aussehen, die methylenblauhaltigen 
ein schénes Blau. Tab. 12 zeigt die Versuchsergebnisse. 


Tabelle 12. 


Aufnahme von Farbstoffen. 





41, des Ge- 


‘ 4,6 5 5 
mnisches oe 4,1 t,6 4,7 4,8 9,0 do, 


| 
| 
| 


blau | blau | blau 


7,0 


Firbung nach Misch- | Miseh- 
farbe | farbe 


riin riin rriin 
Verdauung 8 8 8 























Das basische Methylenblau wird also beip,, > 4,8, das saure 
Kosin bei p,, < 4,8 aufgenommen. Der I. K. P. des Fibrins 
miiBte demnach etwa bei p,, = 4,8 legen. 

Wihrend der Quellung in Siure und besonders bei lin- 
gerem Verweilen in Siuren erleidet das E eine Verainderung. 
Es geht allmihlich in Acidaibumin iiber. Die Acidalbumin- , 
bildung geht mit einem Freiwerden bereits gebundener Cl’ 
einher.") 

Bei lingerer Kinwirkungszeit und gentigend hoher Siiure- 
konzentration zerfallen die EK in Bruchstiicke, die nach der 
ilteren Nomenklatur als Albumosen und Peptone bezeichnet 
werden, bei monatelanger EKinwirkung sollen sogar Aminosiiuren 
als niedrigste Spaltprodukte auftreten. Dieselbe E-Spaltung 





1) Manabe u. Matula, Biochem. Zs. Bd. 52, S. 369 (1913). 








U 
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wird im Organismus beschleunigt durch Fermente, in saurer 
Lésung durch das Pepsin des Magensaites, und es mu aus- 
driicklich betont werden, daB die Spaltung bei Anwesenheit 
von Pepsin prinzipiell der Siurespaltung ohne Hilfe von Fer- 
menten durchaus gleichartig ist. Ks entstehen in beiden Fiillen 
dieselben Zwischenprodukte des K-Abbaus') und in eigenen 
iiber 8 Wochen ausgedehnten Spaltungsversuchen zeigte sich, 
daB auch die H’-Bindung bei Spaltung mit und ohne Fermente 
einem gleichen Werte zuzustreben scheint. 

Die Frage nach der Wirkungsweise, in der das Pepsin 
den an sich spontan verlaufenden SpaltungsprozeB beschleunigt, 
ist fiir diese Betrachtungen belanglos. Pepsin reagiert mit 
dem zu spaltenden EK als Avion?) und die Hydrolyse der EK 
verliiuft als monomolekulare Reaktion.*) Andererseits wurde 
beobachtet, daB die Pepsinverdauung von Serumalbumin als 
bimolekulare Reaktion verliuft.4) Das Wirkungsoptimum des 
Pepsins ist bei verschiedenen EK verschieden und von der 
Lage des J. E. P. der betreffenden KK abhingig. 

Die alteren Untersucher glaubten, daB unter der Pepsin- 
wirkung die EK durch Lésung von Peptidbindungen zunichst 
in lingere Polypeptidketten, in Albumosen, zerlegt und diese 
weiterhin in kiirzere Ketten, in Peptone gespalten wiirden. 
Klinische Beobachtungen hatten gezeigt, daB sich hierbei die 
Aciditiit des Verdauungsgemisches merklich vermindert.® °) 
Cohnheim’) bestiitigte dieses, indem er die Abnahme der / 
wihrend der Verdauung durch Bestimmung der Verseifungs- 
geschwindigkeit von Acetessigester auch quauntitativ zur Mes- 
sung brachte. Mit der elektrometrischen Methode stellte Ro- 
honyi§’) die Bindung von H’* wihrend der E-Verdauung fest. 





1) Goldschmidt, Med. Dissert. StraBburg 1898. 
*) Pokelharing u. Ringer, Diese Zs. Bd. 75, S, 282 (1911). 

‘) Northrop, Naturwissenschaften Bd. 1, 8. 713 (1928). 

‘) Rona u. Kleinmann, Biochem, Zs. Bd. 159, S. 146 (1925). 

») Ewald, Klin. d. Verdauungskrankheiten Bd. 2, S. 19 (1896). 

*) F. A. Hoffmann, Schmidts Jahbrbiicher d. ges. Med. Bd, 233, 
S. 268 (1892). 

) Cohnheim, Zs. Biol. Bd. 33, S. 489 (1896). 

8) Rohonyi, Biochem. Zs. Bd. 44, S. 165 (1905). 
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Diese Siurebindung glaubte man verursacht durch die 
Aminogruppen, die aus dem E-Molekiil bei der Lisung von 
Peptidgruppen freiwerden muften und Christiansen fand eine 
zeitliche Ubereinstimmung zwischen der wahrend der Verdauung 
durch Giinzburg-Titrationen bestimmten Abnahme der A und 
der durch Formoltitration gemessenen Zunahme freier Carb- 
oxylgruppen. Da aber bei Lésung von Peptidbindungen Carb- 
oxylgruppen und Aminogruppen in gleicher Zahl und zu gteicher 
Zeit auftreten muBten, glaubte Christiansen den Beweis fiir 
die Bindung der verschwundenen H durch die gleichzeitig 
freigewordenen Aminogruppen gebracht zu haben. Nun sind 
aber gegen die Anwendbarkeit der Giinzburg-Titration ge- 
wichtige Bedenken erhoben?) und auch die Annahme einer 
Liésung von Peptidbindungen kann als widerlegt gelten. Den 
biindigsten Beweis dafiir, daB bei der Pepsinspaltung keine 
Peptidbindungen gelést werden, diirften Steudel und Mit- 
arbeiter gebracht haben*), die zeigen konnten, daB das Auf- 
treten freier Carboxylgruppen und freier Aminogruppen zwei 
zeitlich véllig voneinander unabhiingige Vorgiinge sind. 

Schon vor 80 Jahren hat Cohnheim angenommen, daf 
die Siurebindung verschiedener EK eine charakteristische 
GréBe haben miisse und glaubte in der Bestimmung der 
H’-Bindung ein Mittel zu besitzen, verschiedene Albumosen 
voneinander zu unterscheiden.*) Man hiitte danach vermuten 
miissen, da& bei Spaltung verschiedener EK und dem Auf- 
treten verschiedenartiger Spaltprodukte auch die H’-Bindung 
eine fiir jede EiweiBart bestimmte GréBe haben miisse. Ver- 
suche, die in dieser Hinsicht angestellt wurden, zeigten, daf 
auf den Verlauf der H’-Bindung nicht allein die Art des ver- 
wendeten KE, sondern mehr noch die Mengenverhiltnisse und 
die Konzentration der Lésungen Kinflu8 haben. In Verdauungs- 


Christiansen, Biochem. Zs. Bd. 46, 8. 24, 50, 71, 82 (1906). 

*)Krummacher, Zs. Biol. Bd. 63, 5. 275 (1914). 

*) Steudel, Ellinghaus u. Gottschalk, Diese Zs. Bd. 154, 
S. 21 u. 198 (1926). 

*) Cohnheim, Zs. Biol. Bd. 33, 8. 489 (1896). 
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gemischen, die reichlich E enthalten, verliuft die Abnahme 
der A nicht immer kontinuierlich, sondern kommt bisweilen 
fir einige Zeit vollig zum Stillstand, um danach wieder erneut 
in Erscheinung zu treten. Im allgemeinen Jibt sich beobachten, 
daB bei leichter verdaulichen EK die Siurebindung nach 
wenigen Stunden beendigt ist, wihrend sie bei schwerer ver- 
daulichem KE langsamer und stetiger verliiuft. Von den unter- | 
suchten Proteinen verlief sie am schnellsten beim Serumalbumin, 
nur wenig langsamer beim Fibrin, wihrend sie beim Casein 
sehr langsam vor sich geht. Anders liegen die Verhiiltnissc 
beim Eieralbumin, da dieses von verdiinnten Siiuren auch ohne 
Fermenthilfe sehr schnell unter Siiurebindung veriindert wird, 
so da8 schon nach 1 stiindiger EKinwirkung von n/10-HCI be- 
triichtliche Mengen von Albumosen nachweisbar werden. Dieser 
ProzeB geht auch in n/10-H,SO, vor sich, in der das Pepsin 
véllig unwirksam ist. Bei Beurteilung der H-Bindung durch 
Kieralbumin ist daher die Saurebindung durch Quellung und 
Lésung von besonderer Bedeutung. 


Tabelle 13. 
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2 
BP] of ——— 
—— Mengen- ae 25 Pr nach Verdauung yon Stunden 
Eiweibkérper pel oo) a 
verhiltnisse | 5S] .% 
TElaeo si ‘eine acento 
& 12) 3] 6 7 8 | 12 | 2 
Trockenfibrin | 6g in 200 cem]1,05]1,18] — 1,21); — | — | 1,23 | 1,28 1,28 |1J 
Serumalbumin | 6g ,, 200cem]1,05]1,25) — 1,31) — | — | 1,82) 1,83 1,33 18 
Casein 6g ,, 200cem} 1,05] 1,13) — (1,18) — 1,17! 1,19] 1,21 1,22 Le 
Kieralbumin 6g ,, 200ccem] 1,05]1,23] — 1,26) — | — 1,28 11,80 1,30 18 
Trockenfibrin |10g ,, 500 cem | 1,07] 1,15 1,17 1,19/1,22/ 1,24 — | — | 1,28| 
Serumalbumin [10g ,, 500 cem{ 1,19] 1,40]1,46 1,48] 1,51 —| a ) 1,05 HI 
Trockenfibrin 2¢ ,, 200 ccm 1,37 1,47) — 1,49 ie 150. 1,52 | — | 1.55 |1d 
Serumalbumin | 2g ,, 200cem]1,37/1,50] — 1,55} — |1,56) 1,56 | — 11,58 1 
Casein 2¢ ,, 200cem] 1:37] 1.46) — 1,47) — 1,48 1 49 | goo | 1,49 |e 
Eieralbumin 2g ,, 200cem] 137]1,50) — 1,52] _ (1 52 1,58 i — 14.56 b 
‘ Le ,, 200cem} 1,67} 1,77] — | — =i 719 — | 1,88 1,99) 
Trockenfibrin | 1g ,, 100cem]1,99]} 1,10] — [1,12; _ 11,18] — |1,15| — 





5] - 
dev 
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Hine Berechnung der H’-Bindung ist bei den obigen Ver- 
suchen natiirlich nicht méglich, da diese mit den Versuchs- 
bedingungen wechselt. Setzt man z. B. zu 100 ccm des Ver- 
dauungsgemisches von Versuch Nr. 1 in Tab. 13, das zuniichst 
3g Fibrin auf 100 ccm n/10-HCl enthalten hatte, weitere 
200 ccm n/10-HCl, so zeigt der p,, der Fliissigkeit denselben 
Wert wie/in Versuch Nr. 12, in dem von Versuchsbeginn an 
nur 1g /Fibrin auf 100 ccm n/10-HCl enthalten war. Es 
liegen eben in dem Verdauungsgemisch die K-Spaltprodukte 
in schwach ionisierter Form vor und entfalten eine Puffer- 
wirkung. Irgendwelche Berechnungen miiften daher die Kenntnis 
der Dissoziationskonstanten der verschiedenen Spaltprodukte 
zur Voraussetzung habén. 


Ks wurde bei iihnlichen Versuchen festgestellt, daB Zusatz 
von Salzen, die die Verdauung verzégern, besonders von Natrium- 
sulfat, auch die Abnahme der A in gleicher Weise ver- 
langsamte. 


Ein Mittel zur Bestimmung der Jonisation der entstehenden 
Spaltprodukte ist die gleichzeitige Messung der A und der Cl’- 
Konzentration. In den untersuchten Fallen mit hoher Siure- 
konzentration waren die Abweichungen zwischen p,, und pq 
geringfiigig, doch blieb die Cl’-Bindung bei fortschreitender 
Verdauung stiindig hinter der H’-Bindung zuriick. So wurde 
nach 2 Stunden Verdauung von 1g Fibrin in n/10-HCl ge- 
messen: p, = 1,12, pa = 1,10, nach 6 Stunden p, = 1,14, 
Pa = 1,12. In anderen Fillen zeigte sich sogar p,,; wihrend 
des Verdauungsverlaufes unverindert. Z.B. blieb in einem Ver- 
such pq = 1,48, wihrend p,, von 1,48 auf 1,54 stieg. 

Auch andere verdiinnte Siuren vermégen E K nach Zusatz 
von Pepsin zu spalten. Vor allem Oxalsiure ist der HCl in 
der Wirksamkeit mindestens gleichwertig, wahrend H,SO, zur 
Pepsinverdauung unbrauchbar ist.1) In Tab. 14 sind die p,- 
Anderungen angegeben, die bei Verdauungsversuchen mit ver- 
schiedenen Saiuren beobachtet wurden. 





) Wroblewski, Diese Zs. Bd. 21, S. 1 (1895/96). 
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Tabelle 14. 


Je 10g Trockenfibrin in 500 cem Siure. 








Pr d. Siiure Py nach 

Siiure bei Ver- Pu nach beendeter 

suchsbeginn Quellung Verdauung 
Phosphorsiure . . . .. , 1,14 1,19 1,29 
£ ewe wre 2,05 2,50 3,01 
Grebe. . st « to % 1,47 1,63 2,15 
rr a rere 1,67 1,92 2,68 
Milechsiure . . . . . 2,61 2.72 8.56 
Mesigsiere . 6 8k tt et 2,29 2,45 3,09 











Bei der Spaltung in alkalischer Liésung unter Katalyse 
durch Trypsin nimmt die # eines Verdauungsgemisches zu, da 
OH’ von E und seinen Spaltprodukten gebunden werden. 
Zahlenangaben sind in der spiter wiedergegebenen Tab. 15 zu 
finden. Beim Fortschreiten der Trypsinverdauung und Aui- 
treten freier Aminosiiuren kommt es wieder zu einer Abnahme 
der h.*) 

Bei den obigen Versuchen an Fibrin wurde beobachtet, 
daB die Saurebindung sichtlich nicht mit der E-Spaltung an- 
zeigenden Lésung des Fibrins zusammenfillt. In vielen Ver- 
suchen wurde der ansehnlichste Teil der H’ bereits im Ver- 
lauf der ersten Stunde nach Verdauungsbeginn gebunden, nach 
4 Stunden hat die Siurebindung in vielen Fillen praktisch 
ihren AbschluB erreicht, wiihrend der Ubergang des Fibrins 
in Jésliche Spaltprodukte oft erst nach 24 Stunden vollendet 
ist. Zur genauen Bestimmung des Lésungsvorganges wurde 


im Filtrat der Ansiittze der Gesamt-N bestimmt und mit der 


Abnahme der / verglichen. So wurde z. B. gefunden 


bei Pepsinzusatz h = 4,22-10~? Gesamt-N in 5 cem Filtrat = 0,000 g, 
nach 1 Stunde hk = 3,59-107? - . 5 cem » = 0,002 g, 
" 3, &&=8,24-10™ a » Seem , = 0,006 g, 

, 6 4 k= 8,02-107? ‘ ,» Seem , = 0,010 g, 

» 24 »  £=&=2,57-10™ “ » deem , =0,014¢. 


Die H’-Bindung eilt also der Lésung des Fibrins voraus. 


1) Christiansen, a. a. O. 





~ 
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Da somit eine zeitliche Ubereinstimmung zwischen der 
Siurebindung ugd der Lisung der EK nicht festzustellen war, 
wurden in derselben Weise auch andere physikalisch-chemische 
Verinderungen untersucht, die das E bei der Peptisation durch 
Fermente erleidet. So erfiihrt die Drehung des polarisierten 
Lichtes im Laufe der Verdauung eine Abnahme. Versuche, 
diese Drehungsabnahme zeitlich mit der H’-Bindung in Be- 
ziehung zu bringen, fihrten nicht zu eindeutigen Ergebnissen, 
da die beobachteten Abweichungen zu gering waren. Dagegen 
lieB sich eine Anderung des optischen Verhaltens in einem 
Halle nachweisen, in dem es bestimmt zu keiner Bindung von 
H kommt. So hatte eine 1°/,ige Gelatinelésung in ~n/10- 
HCl sofort nach Peptinzusatz bei Beobachtung im 2 dem- Rohr 
eine Drehung von —1,4°, nach 6 Stunden wurde —0,37° ab- 
gelesen. Der p,, betrug in beiden Fallen 1,96, war also un- 
verindert geblieben. Gleichsinnige Beobachtungen wurden 
mehrfach gemacht. Es ist daher anzunehmen, daB die Vor- 
singe, die zu einer Anderung des optischen Verhaltens fiihren, 
von den die Siurebindung bewirkenden verschieden sein kénnen. 

Wihrend der Verdauung zeigen manche EK Verinde- 
rungen der Viscositiit und der Oberflaichenspannung, Die Vis- 
cositiitsinderung ist jedoch in den meisten Fallen gering und 
Versuche, sie mit der Siurebindung in Beziehung zu bringen, 
waren erfolglos. Nur leB sich an Gelatinelésungen zeigen, 
daB die Viscositit sich auch unter Bedingungen andern kann, 
in denen es zu keiner Anderung der A kommt. So zeigte 
z. B. eine frisch bereitete salzsaure Gelatinelésung unmittelbar 
nach Pepsinzusatz einen Viscosimeterwert von 141 Sekunden, 
nach 6 Stunden einen solchen von 120Sekunden. Der p,, be- 
trug in beiden Fallen 1,09. 

Infolge der geringen Oberflichenspannung schiumen E-L6- 
sungen stark, eine Kigenscha(t, die sich bei Gaskettenmessungen 
hiufig genug stérend bemerkbar macht. Je weiter die Ver- 
dauung fortschreitet, um so mehr nimmt die Schaumbildung 
ab. Es war jedoch in den untersuchten Fallen nicht méglich, 
eine Anderung der Oberflichenspannung stalagnometrisch nach- 
zuweisen. Es behielt z.B. eine Eieralbuminlésung wihrend 


























' 
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der Verdauung in einer Tropfpipette von 69 Tropfen Wasser- 
wert unverindert den Wert von 93 Tropfen, zobgleich der p,, 
von 1,77 auf 1,83 gestiegen war und bei Versuchsende keine 
Hitzekoagulation und kein Niederschlag durch Salpetersiure 
mehr zu erzielen war. 

Weiterhin wurde die Anderung der elektrischen Leitfahig- 
keit bei H’- und OH’-Bindung untersucht. Wahrend der Pep- 
sinverdauung nimmt die Leitfahigkeit des Gemisches ab’), doch 
weniger als nach der Menge der verschwundenen H’ erwartet 
werden miiBte.?) Es wurde zu gleichen Zeiten die h und die 
Leitfiihigkeit gemessen. Beispiele zeigt Tab. 15. 




















Tabelle 
1) 
— 
N EiweiBkérper Besti Ausgangs- Nach 
2 iweibkorper estimmung intamcans eats | 
> iB 
1 1°/, EKieralbumin h 4,26-10-? 3,16-107? ii 
in n/20-HCl spez, Leitf. — 0,013495 | 
) 
2 1/, °/, Eieralbumin h 2,14-107? 170-107? |] 
in n/40-HCl spez. Leitf. — C,007016 | 
| 
| 
3 1°/, EKieralbumin h 1,44-10—-1! 9,77-107"' | 
in Na,CO,-Lésung spez. Leitf. ao 0,002693 
4 3 °/, Casein in h 3,02+107 11 1,09-107' | | 
Na,CO,-Lésung spez. Leitf. 0,002558 0,001621 la ' 
| 0,0C 
5 1°/, Fibrin in h 4,68-107 2 8,72-10-? fe 
n/20-HCl spez. Leitf. 0,01826 0,01467 ie 
| 0,01 


Bei Spaltung in alkalischer Lésung unter Zusatz von 
Trypsin steigt die Leitfahigkeit, waihrend zunichst die OH- 
Konzentration abnimmt. Wenn das Verdauungsgemisch in 
Faulnis iibergeht, was meist nach etwa 24 Stunden eintritt, 
so zeigt die Leitfihigkeit einen weiteren sprunghaften Anstieg. 
Siehe Versuch 4 in Tab. 15. 





) J. Sj6quist, a. a, O. 
*) Hardy, a, a. O. 





Unters. itiber die Bindung von Siiuren und Basen an EiweiBkérpern. 


Nae 
—— 
~~ 


Wenn die Saurebindung bei der E-Spaltung wirklich durch 
freiwerdende Aminogruppen hervorgerufen wiirde, so hitte man 
verlangen miissen, daB die Abnahme der h gleichzeitig mit 
der Zunahme der Aminogruppen erfolgte. Daher wurden Ver- 
suche mit dem von Uwatoko') und Ellinghaus?) ausgear. 
beiteten Verfahren gemacht, das gestattet, freie Aminogruppen 
colorimetrisch nach dem Folinschen Verfahren?) zu bestimmen. 
Dabei wurden im wesentlichen die Anweisungen von Mandel 
und Steudel*) befolgt. Die vorhergehende EnteiweiBung nach 
Uwatoko bereitete mehrfach Schwierigkeiten, so dab wieder- 
holt Ansiitze weiter verarbeitet werden muBten, die noch eine 











1 2 |; 6 | 1 | 24. «| ~~ 86 48 Stdn. 
| 2,63-10—2 2,63-10-2 2,51+1072 251-1072 251-1072 

| (0,012155 0,012035 0,011975 —0,011580 | 0,011480 

| 


5H | 1,62-10~? |1,58-107? : 1,48+107? 
| | — —0,006761 —0,006761 | 0,006678 


13,24-10-% 5.62107 2° |6,76-107 1° 7,76- 107 1° 5,37+107 489-107! 

— | 0,003037 0,003155 | 0,003334 , 0,008363  0,003436 — 0,003868 
| 

191-107 8)1,51+107® |1,25-1078 ahs 1,00-10-8 st 6,76- 1079 

| 0,001694 | 0,001728  0,001887 wef 0,003581  0,005211  0,006574 


| | 
$,55-10-23,47-1072 3,16-10—? 3,09-1072 3,09-10-2 3,02-10-2% 3,02-107 


| 0,01421 | 0,01386 0,01309 0,01277 0,01277 0.01227 0,01227 





deutliche Biuretreaktion gaben. Die Versuche, die an Fibrin 
und Serumalbumin durchgefiihrt wurden, zeigten, daB die Zu- 
nahme der freien Aminogruppen ein ganz allmahlich und stetig 
verlaufender ProzeB ist, von dem die Saiurebindung vollig un- 


‘) Uwatoko, Diese Zs. Bd. 139, S. 76 (1924). 

*) Ellinghaus, Diese Zs. Bd. 145, S. 40 (1925). 

*) Folin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, 8S. 377 (1922). 

‘) Mandel-Steudel, Minimetrische Methoden d. Blutuntersuchune. 
Berlin und Leipzig 1924. 
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abhingig ist. Nach den Beobachtungen von Steudel und Mit- 
arbeitern erreicht das Freiwerden von Aminogruppen erst nach 
mehreren Tagen den Hoéhepunkt. Nun erfahrt allerdings die 
_H’-Konzentration bisweilen auch noch nach sichtlich ab- 
geschlossener Verdauung eine unbedeutende Abnahme, die viel- 
leicht durch ein weiteres Freiwerden von Aminogruppen erklirt 
werden kénnte, doch ist diese Abnahme so unbedeutend, daB 
sie quantitativ nicht ins Gewicht fallt. Zudem ist sehr wohl 
méglich, daf sie durch sekundire Prozesse hervorgerufen ist, 
die sich auch durch Zusatz von Thymol nicht vollig aus- 
schalten lassen werden. Auf eine Wiedergabe der einzelnen 
Versuchsergebnisse wird verzichtet, da sie lediglich eine Be- 
stitigung der inzwischen von Steudel und Mitarbeitern be- 
schriebenen Resultate darstellen. Jedenfalls darf man aut 
Grund der Beobachtungen sagen, da8 das Freiwerden von 
Aminogruppen wahrend der E-Spaltung zeitlich mit der Ab- 
nahme der A nicht zusammenfallt und daher fiir die Bindung 
von H’ nur von geringer Bedeutung sein kann. 

Christiansen?) hat beobachtet, daB die Abnahme der 
Giinzburgzahlen begleitet sei von einer entsprechenden Zu- 
nahme der Formoltitrationswerte. Wenn auch die Schliisse, 
die Christiansen aus dieser Beobachtung gezogen hat, als 
widerlegt gelten, so zeigte sich doch in den folgenden Ver- 
suchen insofern eine Ubereinstimmung mit den Christiansen- 
schen Befunden, als festgestellt wurde, daB in vielen Fallen 
die Kurve der H’-Bindung und die Kurve der Carboxylzunahme 
parallel verlaufen. 


Die Zunahme der freien Carboxylgruppen wurde anfangs 
durch Formoltitration, spater durch Titration in 40°/, iger 
alkoholischer Lésung nach Waldschmidt-Leitz?) verfolgt. 
Es wurde dabei immer 5ccm Filtrat entnommen und nach 
entsprechendem Alkoholzusatz mit n/10-alkoholischer KOH 
titriert. Beispiele fiir solche Versuche zeigt die Tab. 16. 


1) Christiansen, a. a. O. 
*) Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd.132, 8. 181 (1923); Chem. 
Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 
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abhiingig ist. Nach den Beobachtungen von Steudel und Mit- 
arbeitern erreicht das Freiwerden von Aminogruppen erst nach 
mehreren Tagen den Hoéhepunkt. Nun erfahrt allerdings die 
H’-IXonzentration bisweilen auch noch nach sichtlich ab- 
geschlossener Verdauung eine unbedeutende Abnahme, die viel- 
leicht durch ein weiteres Freiwerden von Aminogruppen erkliart 
werden kénnte, doch ist diese Abnahme so unbedeutend, dai 
sie quantitativ nicht ins Gewicht fallt. Zudem ist sehr wohl 
méglich, daB sie durch sekundire Prozesse hervorgerufen ist, 
die sich auch durch Zusatz von Thymol nicht vollig aus- 
schalten lassen werden. Auf eine Wiedergabe der einzelnen 
Versuchsergebnisse wird verzichtet, da sie lediglich eine Be- 
stitigung der inzwischen von Steudel und Mitarbeitern be- 
schriebenen Resultate darstellen. Jedenfalls darf man auf 
Grund der Beobachtungen sagen, daB das Freiwerden von 
Aminogruppen waihrend der E-Spaltung zeitlich mit der Ab- 
nahme der fA nicht zusammenfallt und daher fiir die Bindung 
von H’ nur von geringer Bedeutung sein kann. 

Christiansen?) hat beobachtet, daB die Abnahme der 
Giinzburgzahlen begleitet sei von einer entsprechenden Zu- 
nahme der Formoltitrationswerte. Wenn auch die Schliisse, 
die Christiansen aus dieser Beobachtung gezogen hat, als 
widerlegt gelten, so zeigte sich doch in den folgenden Ver- 
suchen insofern eine Ubereinstimmung mit den Christiansen- 
schen Befunden, als festgestellt wurde, daB in vielen Fallen 
die Kurve der H’-Bindung und die Kurve der Carboxylzunahme | 
parallel verlaufen. 


Die Zunahme der freien Carboxylgruppen wurde anfangs 
durch Formoltitration, spiter durch Titration in 40 °/, iger 
alkoholischer Lésung nach Waldschmidt-Leitz*) verfolgt. 
Es wurde dabei immer 5ccm Filtrat entnommen und nach 
entsprechendem Alkoholzusatz mit n/10-alkoholischer KOH 
titriert. Beispiele fiir solche Versuche zeigt die Tab. 16. 


1) Christiansen, a. a. O. 
*) Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd, 132, 8. 181 (1923); Chem. 
Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 
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In vielen Fallen ist jede Abnahme der A gefolgt von einer 
Zunahme der Titrationszahlen, waihrend bei unveranderter / 
oft auch die Titrationszahlen unverindert bleiben. Ausnahmen 
von dieser GesetzmiBigkeit wurden jedoch verhialtnismiBig 
hiufig beobachtet, insbesondere zeigte sich eine Zunahme 
der Titrationswerte fast immer auch noch nach Ablauf 
von 24 Stunden, wahrend die fA nach dieser Frist unter 
den gewihlten Versuchsbedingungen fast ausnahmslos un- 
verandert blieb. 


Auf Grund der obigen Untersuchungen diirfte eine Be- 
antwortung der Frage nach der Art der Bindung zwischen 
Saiuren und EK in dem Sinne zu geben sein, daB eine 
Reihe von Befunden fiir das Entstehen einer chemischen 
Verbindung sprechen. Hier ware zu nennen das Fehlen 
eines negativen Temperaturkoeffizienten, die oben besprochene 
EKigenart der Titrationskurven und endlich der Umstand, 
daB die Saurebindungskurve des Fibrins keine Adsorptions- 
kurve ist. 


Die Frage nach den zur Saurebindung befahigten Gruppen 
des E- Molekiils ware dahin zu beantworten, daB bestimmt 
neben den Aminogruppen noch andere sdiurebindende Bestand- 
teile vorhanden sein miissen, tiber deren Natur vorlaufig nichts 
Bestimmtes ausgesagt werden kann. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Bei Quellung von Fibrin in HCl ist eine elektro- 
lytische Spaltung der entstehenden EK-Chloride nicht nach- 
zuwelsen. 


2. Die H-Bindung durch Fibrin erreicht einen wohldefi- 
nierten Kndpunkt, itiber den hinaus die Saurebindung durch 
weiteren Saiurezusatz nicht mehr gesteigert werden kann. 


3. Kin negativer Temperaturkoeffizient fiir die Siure- 
bindung durch unlésliches E wurde nicht beobachtet. 


4. Die Titrationskurven fiir unlésliches E zeigen keinerlei 
Abweichungen von denen fiir lésliches E. 
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). Der LEP fiir Fibrin liegt bei p, = 4,7—-4,. 

6. Zwischen der H-Bindung bei der Spaltung von EK 
und den Veranderungen im optischen, viscosimetrischen und 
stalagmometrischen Verhalten wurden zeitliche Zusammenhiinge 
nicht festgestellt. 

7. Bei der K-Spaltung durch Verdauung sind die H’-Bin- 
dung und das Auftreten freier Aminogruppen zwei zeitlich 
getrennte Vorginge. 

8. Die Bindung der H’ verliiuft annihernd gleichsinnig 
mit der Vermehrung der freien Carboxylgruppen. 








Fehlerquellen beim Blutnachweis in klinischen und 
gerichtlichen Fallen. 


I. Die oxydierende Wirkung kauflichen offizinellen Athers 
als Ursache von Fehlergebnissen. 


II. Der Bromgehalt kauflichen Bromwasserstofi—Eisessigs 

als Fehlerquelle bei der Identifizierung von Blutspuren 

durch Umwandlung in das Hamatoporphyrin von Nencki 
und dessen spektroskopischen Nachweis. 


III. Moéglichkeit der Verwechslung von Blutfarbstoff und Hamatin 
mit dem Eisenporphyratin der pflanzlichen Nahrung. 


(Nach gemeinsam mit Dr. E. Mertens ausgefiithrten Untersuchungen 
Von 
0. Schumm. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Hamburgischen Universitit, 
Eppendorfer Krankenhaus.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. August 1927.) 


i. 

Wie zuerst von Anson und Mirski beobachtet wurde. | 
zersetzt sich im Pyridinauszug von Brennereihefe das darin 
enthaltene Kisenporphyratin allmihlich so, daB das anfangs 
deutliche Pyridin~Himochromogenspektrum vyer- 
schwindet.') Bei den bald danach von uns _ausgefiihrter 
quantitativen spektrocolorimetrischen Bestimmungen des Misen- 
porphyratingehalts von Brennereihefe erwies sich die Zersetz- 
lichkeit des in den Pyridinextrakten enthaltenen Eisenpor- 
phyratins als so stérend, da8 nur bei sehr schneller Durch- 
fihrung der Beobachtungen verlaBliche Ergebnisse  erziel! 


!) Anson u. Mirski, Uber Hiim in der Natur, J. of Physiol. 
Bd. 60, Nr. 3 (1925); s.a. Chem. Zbl. Nr, 18, Sept. 1925. 
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werden konnten.') Ungefihr gleichzeitig machte ich die Beob- 
achtung, daB das aus dem Hefe—Cytochrom durch LEisessig 
abspaltbare2) Eisenporphyratin in den mit Ather verdiinnten 
und mit Wasser gewaschenen Ausziigen beim Hindampfen 
sroBenteils so umgewandelt wurde, daB es durch die bezeich- 
nenden spektrochemischen Reaktionen (Spektrum in LEisessig, 
Pyridin—Hamochromogenprobe, Behandlung mit Kisessig— 
Hydrazingemisch zwecks Uberfiihrung in das zugehérige Por- 
phyrin) nicht mehr aufgefunden werden konnte. Dieser Um- 
stand veranlaBte mich bald, zur Gewiunung des Hefe—Por- 
phyratins das Eisessig—Chloroformverfahren*) anzuwenden, das 
bessere Ausbeuten ergab. — H. Fischer hat die Zersetzlich- 
keit des Hefe—Porphyratins in den Hisessig—Atherausziigen 
ebenfalls beobachtet und gefunden, daB Pyridinausziige von 
Hefe auch zugesetztes Haimatin in obiger Art umwandeln. 
Wegen der Kinzelheiten der Untersuchung des beobachteten 
Umwandlungsprodukts usw. sei auf die Abhandlung verwiesen.* 

Zur Gewinnung des Kisenporphyratins aus Hafer, Kartoffeln 
und Zuckerriiben habe ich anfangs ebenfalls Hoppe-Seylers 
Kisessig—Atherverfahren benutzt und bei schnellem Arbeiteu 
einigermaBen geniigende Ausbeuten erzielt. Als ich dann zu 
der langwierigen Verarbeitung grober Mengen iiberging, habe 
ich einige Male aus ?/, Zentner nur ganz geringe Ausbeute 
erhalten; der gréBte Teil des Eisenporphyratins war so weit- 
gehend zersetzt, da’ er nicht mehr aufgefunden werden konnte. 
Weiterhin bestitigte es sich, da die Ausbeuten trotz der 

Vel. auch O. Schumm, Richtigstellung zur Abhandlung 
H. Fischer und Hans Hilmer, Diese Zs. Bd. 156, S. 159 (1926). 

*) O. Schumm, Uber den Muskelfarbstoff und Mae Munns Myo- 
hiimatin, Nachtrag iiber Hefe, Diese Zs. Bd. 149, 5. 149 (1925) unter 
VI: ferner Bd. 150, S. 278 (1925); ferner ,,Uber Cytochrom und das 
bei seiner Spaltung entstehende Porphyratin“, Diese Zs. Bd. 152, 8. 147 
(1926). 2 

*) Diese Zs. Bd. 149, S. 149 (1925) unter VI., ferner ,,Uber das 
Porphyratin aus Hefe“, Diese Zs. Bd. 154, 8. 171 (1926); ferner Bd. 159, 
. 192 (1926) und Bd. 166, 8.1 (1927), 

4) H. Fischer u. F. Lindner, Uber den Umbau des Blutfarbstotis 
durch Hefe, Diese Zs. Bd. 153, S. 54 (1926); vgl. auch Bd. 150, 8S. 252 
(1925). 


Vou 
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gleichen Verarbeitungsweise sehr ungleich waren. Bessere 
und gleichmaBigere Ausbeuten habe ich danach auch bei den 
Haferflocken erhalten, wenn ich mich der EKisessig—Chloroform- 
methode?) bediente. An der Erforschung der Zusammenhinge 
habe ich mich derzeit nicht beteiligt, da mein niichstes Ziel, 
die médglichst vollstindige Aufklirung des zugehérigen Por- 
phyrins’), mich zu sehr in Anspruch nahm und ich auch ge- 
funden hatte, daB zu seiner Gewinnung die Abscheidung des 
Kisenporphyratins in reinerer Form gar nicht nétig war: Das 
Porphyrin lieB sich in einer vorliufig geniigenden Ausbeute 
gewinnen, indem der bei Zimmertemperatur hergestellte His- 
essigauszug*) der Haferflocken mit Hydrazin—Eisessig behandelt 
und das entstandene Porphyrin in bekannter Weise iiber 
Ather und Salzsiiure abgeschieden wurde. 

Vor einiger Zeit sah ich mich jedoch veranlaBt, genauere, 
vergleichende Versuche iiber die bei den genannten Verfahren 
(Kisessig—Ather- bzw. Hisessig—C''-roformmethode)  erzielten 
Ausbeuten an Hisenporphyratin anzustellen; denn es gelang 
uns unerklirlicherweise nicht, friiher mit der Eisessig—Ather- 
methode erzielte Ergebnisse zu bestatigen. Wahrend wir noch 
vor einigen Monaten nach dem Hisessig—Atherverfahren hiufig 
aus 4/,—1/, g Hafertlocken eine zum Nachweis durch die 
Pyridin—Hamochromogenreaktion geniigende Menge LKisen- 
porphyratin gewinnen konnten,, gelang der Versuch nunmehr 
erst, wenn wir mindestens 8—10¢ Haterflocken verarbeiteten. 
Die sogleich an verschiedenen Handelsmarken Haferflocken 
angestellten Vergleichsversuche zeigten, daB fiir den Miferfolg 
einzig die benutzten Chemikalien, nicht etwa ein sehr ver- 


') a.a. O. Bd. 152, S. 147 (1926). 

2) O. Schumm, Uber das Porphyratin aus Hafer, Diese Zs. Bd. 158. 
S. 77 (1926); vgl. auch Bd. 166, 8. 1 (1927). 

*) Wir haben uns vor einiger Zeit tiberzeugt, dab sich unsere 
Methodik noch etwas vereinfachen li®t. Man braucht den Lisessig- 
auszug von den Haferflocken gar nicht abzufiltrieren, sondern kann der 
Masse unmittelbar das Hydrazin—Kisessiggemisch zusetzen, liBt 1—2 Tage 
stehen, verdiinnt mit viel Ather, filtriert, scheidet das Porphyrin aus dem 
stark gewaschenen Filtrat in bekannter Weise iiber Salzsiiure ab und 
reinigt es. 
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schiedener Gehalt der Haferflocken an Eisenporphyratin ver- 
antwortlich gemacht werden konnte. Bei allen Sorten ergab 
sich der gleiche Miferfolg. Als wir dann gleiche Mengen der 
Haferflocken einerseits nach dem LKisessig—Atherverfahren, 
andererseits nach dem KEisessig—Chloroformverfahren unter- 
suchten, ergab sich, daB von allen Sorten Haferflocken etwa 
‘1—"/, g geniigte, um mit dem Kisessig—Chloroform- 
verfahren so viel HKisenporphyratin zu liefern, daB seine 
Lésung in hydrazinhaltigem Pyridin ein deutliches Himo- 
chromogenspektrum gab. —- Da sich ein derartig weitgehendes 
Versagen des Kisessig—Atherverfahrens héchstens mit einzelnen 
unserer Alteren Feststellungen vergleichen lieB, so haben wir 
die Versuche Dutzende von Malen wiederholt, mit dem Eis- 
essig-Atherverfahren aber ausnahmslos denselben Miferfolg 
gehabt. Da der Eisessig bei beiden Verfahren in gleichen 
‘lengen angewandt wurde, konnte der Unterschied in den 
Hrgebnissen nur durch ¢. Ather bedingt sein. Wir haben 
deshalb den Ather auf sein Verhalten gegen Lésungen von 
renem g¢-Hamatin (von Zeynek’s Verdauungshimatin) in 
Kisessig, gegen Gemische aus frischem defibrinierten mensch- 
lichen Blute und Kisessig und gegen eine Aufschwemmung 
von (nach Kiisters Vorschrift umkrystallisiertem) Schalfejeff- 
Hiimin in Kisessig gepriift und dabei die héchst auffallende 
‘atsache ermittelt, daB der ther das in Eisessig geléste 
Hamatin bzw. aufgeschwemmte Hamin bei Wasserbadtemperatur 
ebenso schnell wie griindlich zersetzte. Es sind nicht nur 
Spuren Hiimatin, die der Zersetzung anheimfielen, sondern un- 
verstiindlich groBe Meng2n: Hs ist mir gelungen, das in 1 ccm (!) 
‘rischen Blutes enthaltene Hiimatin mit etwa 200 ccm Athers in 
(regenwart von etwas Kisessig beim Kindampfen der Fliissigkeit 
zur 'T'rockene (auf dem Wasserbade) fast vollstiindig zu zersetzen. 
1!—4 Tropfen Blut wurden unter denselben Bedingungen durch 
50—200 com Ather so vollstiindig zersetzt, daB nicht die ge- 
ringste Spur Himochromogen daraus erhalten werden konnte. 

Das bei unseren Versuchen als Verdampfungsriickstand erhaltene 


Zersetzungsprodukt bildete je nach der Menge (Dicke des Belags) eine 
bilirubinfarbene bis gelbbraune Masse. 
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Bei den mit abgestuften Mengen u-Hamatin angestellten 
Versuchen erhielten wir ein dem obigen ganz entsprechendes 
Ergebnis; im Gemisch mit Kisessig und ungefihr 50 ccm des 
Athers wurde ungefihr 1 mg Himatin zersetzt. 

Wurden dieselben Mengen ¢-Hamatin in Eisessig—Chloro- 
form gebracht und die Lisungen gewaschen oder ungewasche: 
verdampft, so trat keine merkliche oder beachtliche Zersetzung 
ein; auch Spuren Hiimatin lieferten dabei einen Verdampfungs 
riickstand, der die Pyridin—Himochromogenprobe in etwe 
normaler Stiirke gab. 

Nach dem Verfahren von W. Kiister umkrystalli- 
siertes Schalfejeff-Himin erlitt die Zersetzung ebens 
wie @-Himatin; das an der gelben Farbe ohne weiteres 
erkennbare Umwandlungsprodukt gab gleich dem des «-Hiimatin 
keine Andeutung der Himochromogenreaktion. 

Wir haben versucht, dem Ather seine hiimatinzersetzende 
figenschaft zu nehmen. Zuniichst haben wir etwa 13/, Lite: 
iiber entwissertem Kaliumcarbonat destilliert. Der Erfol- 
war der, daB die zersetzende Wirkung sich viel weniger be 
merkbar machte. Kin Gemisch aus 0,02 ¢ Blut, einigen Kubik 
zentimeter Kisessig und 50 ccm des destillierten Athers, ds 
ebenso wie in vielen der vorigen Versuche dreimal mit dem halbe:: 
Vol. Wasser gewaschen war, lieferte beim Verdampfen eine: 
Riickstand, der in einigen Kubikzentimeter hydrazinhaltigen 
Pyridin gelést eine deutliche Himochromogenprobe gab. Wi: 
haben dann wiederholt je einen Tropfen desselben Blutes i: 
einigen Kubikzentimeter Eisessig gelést und solche Liésunger 
a) mit 50 cem des unbehandelten Athers, b) mit 50 ccm des iiber 
Kaliumcarbonat destillierten Athers gemischt, in allen Fallen dic 
Gremische 3—4 mal gewaschen und verdampft. Die Riickstiind: 
der nach a) hergestellten Mischungen waren ausnahmslos gel 
und gaben nicht die Himochromogenreaktion, die der nac) 
b) behandelten waren ausnahmslos braun und gaben stark 
Himochromogenreaktion. 

In noch héherem Grade lieB sich die Beschaffenheit de; 
Athers durch griindliches Schiitteln mit 1/,) Vol. 15°/, iger Kali- 
lange und nachfolgende Destillation verbessern. 
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In diesem bislang meines Wissens nicht bekannten Ver- 
halten kiuflichen Athers sehen wir gleichzeitig dis Erklirung 
fiir folgende, bis dahin nicht verstiindliche Beobachtung, die 
wir bei der Untersuchung von Faeces auf okkulten Blutgehali 
gemacht haben. Wir fiihren die Untersuchung seit vielen 
Jahren fast stets nach mehreren Methoden aus. Dabei hat 
sich hin und wieder, teils in gréBeren Zeitabstiinden, teils 
Ofter hintereinander, gezeigt, daB der Verdampfungsriickstand 
des Eisessig—Atherauszugs, der aus einer sréBeren Probe der 
vorher mit Alkohol—Ather gereinigten Faeces hergestellt war, 
wider Erwarten weder die Pyridin—Himochromogenreaktion 
noch die Kopratinreaktion gab, trotzdem mit der nach meiner 
Vorschrift ausgeféhrten Weberschen Probe, bei der der Kssig- 
siiure—Atherextrakt unmittelbar, ohne vorheriges Kinengen, der 
Farbreaktion unterworfen wird, ausgesprochen positive Reak- 
tionen erhalten wurden. 

Wir haben diesen Ather}) (teils unbehandelt, teils nach der 
Destillation iiber Kaliumcarbonat) endlich auch zur Unter- 
suchung mehrere Monate alter, auf FlieBpapier befindlicher 
Blutflecke benutzt. Auch hier gab der mit Kisessig und 
dem unbehandelten Ather hergestellte Auszug, der frisch ein 
starkes Himatinspektrum erzeugte, nach dem Verdampfen 
und Auflésen in hydrazinhaltigem Pyridin vollkommen negative 
Hiimochromogenreaktion, wihrend bei Anwendung des wie oben 
sercinigten Athers an den Verdampfungsriickstiinden der Blut- 
fleckausziige positive Himochromogenreaktionen erhalten wurden. 

Ather von zwei neuen Lieferungen zeigte die zersetzende 
Wirkung, wenn auch nicht in der oben beschriebenen Stirke, 
so aber doch kraftig genug, um im Gemisch mit einigen 


‘) Es sei hervorgehoben, da8 es sich keineswegs um kleine, lange 
auf bewahrte Reste handelte, sondern um groBe Posten frischer Sendungen. 
Wir haben feststellen kénnen, daB in dem einen Falle bestimmt eine 
Sendung von wenigstens 40 Litern, héchstwahrscheinlich sogar von iiber 
100 Litern Ather die oben ausfithrlich beschriebene, hochgradig 
hiimatinzersetzende Wirkung hatte. Die niheren Umstiinde lassen ver- 
muten, da& Ather derselben Beschaffenheit auch an andere Grob- 
abnehmer geliefert und dann auch wohl in andere medizinische Labo- 
ratorien gelangt ist. 
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Kubikzentimetern Eisessig beim Eindampfen auf dem Wasser- 
bade das in einem Tropfen obigen Blutes enthaltene Hamatin 
in wenigen Minuten fast vollstiindig zu zersetzen. 

An sogenanntem Narkose-Ather, aus dem derzeitigen 
Vorrate unseres Krankenhauses, lieB sich unter im iibrigen 
gleichen Versuchsbedingungen eine  beachtliche hiamatin- 
zersetzende Wirkung nicht feststellen. Das gleiche gilt fir 
zwei neuerdings bezogene gréBere Sendungen Narkose-Ather 
verschiedener Herkunft. Endlich verdient hervorgehoben zu 
werden, daB unter der Bezeichnung ,,Ather D. A. 6“ von der 
Hirma Schering gelieferter Ather sich als so rein erwies, dab 
eine deutliche himatinzersetzende Wirkung nicht erhalten 
werden konnte. 

Bei der Untersuchung der verschiedenen Sorten offizinellen 
Athers, die wir in der letzten Zeit benutzt hatten, habe ich 
bei einigen eine auffallend starke Cxydationswirkung {est- 
stellen kénnen. lLésungen von reinstem Kaliumjodid in aus- 
gekochtem und wieder abgekiihlten destillierten Wasser wurden 
beim Schiitteln mit 10—50 ccm des Athers sogleich durch 
abgeschiedenes Jod tief gelb gefiirbt. Zur Bindung des 
innerhalb einiger Minuten aus Kaliumjodidlésung durcl 
100 ccm dieser Sorten Ather in Freiheit gesetzten Jods waren 
zwischen 0,6 und 1,8 ccm n/10-Natriumthiosulfat erforderlich! 
Ich habe die Oxydationskraft derselben Sorten Ather auch an 
der Einwirkung auf Ferrosulfat und Ferroammoniumsulfat fest- 
stellen kénnen. Wurden in eine mit Glasstépsel verschlieBbare 
100 g-Flasche 50 com Narkose-Ather, Marke .,Riedel”, 
danach 10 ccm reinsten Wassers und etwa 1 g eines der ge- 
nannten Ferrosalze gegeben und nach Verschluf& kriaftig ge- 
schiittelt, so wurde die Ferrosalzlésung nur schwach gelblich. 
Wurde derselbe Versuch mit den Athersorten ausgefiihrt, die 
aus Kaliumjodid Jod abschieden, so wurde die Ferrosalzlésung 
schnell tiefgelb bis braun. Die hierbei erkennbare Oxydations- 
wirkung ging der gegen Kaliumjodid festgesteliten etwa 
parallel. Von einer Sorte ..offizinellen* Athers geniigte ein 
Zusatz von lecem zu 50 ccm des als einwandfrei befundenen 
Narkose-Athers von Riedel, um diesem eine deutlich oxy- 
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dierende Wirkung zu verleihen. (Sofortige Gelbfarbung der 
Ferroammoniumsulfatlésung.) 

Nach diesen Feststellungen war es naheliegend, auch in 
der hamatinzersetzenden Wirkung jener Athersorten einen 
Oxydationsvorgang zu erblicken. Da seit langem bekannt 
ist, daB eine fast bis zur Entiarbung gehende Zersetzung von 
Blutfarbstoff auffallend leicht durch Wasserstoffsuperoxyd zu 
erreichen ist, so priifte ich die Wirkung eines Gemisches aus 
obigem reinen Narkose-Ather und wenig Wasserstoffperoxyd 
auf kleine Mengen in KEisessig gelésten Himatins und be- 
obachtete, da& es in diesem Gemisch bei Wasserbadwarme in 
ihnlicher Weise unter Umwandlung in einen gelben Farbstoff 
zersetzt wird, wie es oben fiir die von sich aus oxydierend 
wirkenden Sorten Ather beschrieben ist. Um dem Narkose- 
Ather eine ihnlich stark himatinzerstérende Wirkung zu ver- 
leihen, wie sie die stark oxydierend wirkenden Sorten Ather 
besaBen, war ein Zusatz von einem T'ropfen frischem Perhydrol 
(40°/, ig von Merck, Darmstadt) zu ungefahr 200 ccm Narkose- 
Ather erforderlich. — Nach diesen Feststellungen lieB sich 
vermuten, daB die Athersorten ihre sehr stérende Oxydations- 
kraft wenigstens zum gréSten Teil verlieren wiirden, wenn 
man den Ather mit iiberschiissigem Kaliumjodid oder Ferrosalz 
oder einem anderen geeigneten Reduktionsmittel behandelte. 
Wurde der mit Kaliumjodidlésung geschiittelte Ather hinterher 
durch Kalilauge von Jod befreit und zuletzt griindlich ge- 
waschen, so griff er Himatin in essigsaurer Liésung bei 
Wasserbadwiirme in der Tat kaum mehr an. Die oben ge- 
nannten Ferrosalze erwiesen sich wenigstens bei der einen 
Sorte Ather ebenfalls als geeignet, besonders wenn nachtriglich 
noch Kalilauge zugesetzt wurde. Wo es nicht darauf ankommt, 
einen unbrauchbaren Ather augenblicklich zu reinigen, 
empfiehlt es sich, ihn mit ?/,, Vol. 15°/,iger Kalilauge ge- 
mischt unter 6fterem Umschiitteln einen Tag stehen zu lassen, 
nach Abtrennung der Lauge mit Wasser zu waschen und zu 
destillieren. — Man kénnte annehmen, daB sich ein etwaiger 
Peroxydgehalt des Athers vielleicht durch ,.Platinton“ beseitigen 
lasse, der Wasserstoffperoxyd lebhaft zersetzt. Dem steht ent- 
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gegen, daB Platinton ebenso die Zersetzung des Athers selbst 
katalysiert. — 

Da von den beschriebenen Sorten Ather, die fiir die hier 
in Betracht gezogenen Zwecke unbrauchbar sind, einige nach 
der an Hand des neuen Deutschen Arzneibuchs durchgefithrten 
Priifung nicht beanstandet werden konnten, ergibt sich der 
SchluB, daB die vom D. A. vorgeschriebene Priifungsweise keine 
Gewiihr dafiir bietet, daB der offizinelle Ather ohne weiteres 
auch zu Arbeiten mit solchen Stoffen geeignet ist, die wie das 
Himatin und andere Eisenporphyratine in saurer Lésung leicht 
oxydierbar sind. 

Die hier an kiuflichem Ather festgestellte Eigenschaft 
ist so bedenklich, daB davor gewarnt werden mu, Ather, der 
nicht zuvor auf Brauchbarkeit gepriift ist, fiir obige Art des 
Blutnachweises, sei es in klinischen oder gerichtlichen Fallen, 
zu verwenden. 

Da sich bei unseren zahlreichen und oft in groBem Mab- 
stabe durchgefiihrten Untersuchungen an Eisenporphyratinen 
bei der Anwendung meines Kisessig—Chloroformverfahrens 
derartige MiBerfolge im allgemeinen!) nicht ergeben haben, 
diirfte es sich empfehlen, in klinischen und _ gerichtlichen 
Fallen, sofern ein geeigneter Ather nicht zur Verfigung steht, 
an seiner Stelle reines Chloroform zu verwenden. 


Anm. bei der Korrektur. Die himatinzerstérende 
Wirkung lieB sich bei zwei Sorten Ather auch dadurch be- 
seitigen, da ich 1 Liter mit ungefahr ?/,, Vol. einer 10°/jigen 
wiBrigen Natriumhydrosulfitlésung im Lauf einer Viertelstunde 
hiufiger schiittelte und den abgetrennten Ather mit Wasser 
wusch. Hydrazinhydrat schien sich nicht so gut zu eignen 
wie Natriumhydrosulfit. Ob dieses einfache Reinigungsverfahren 
allgemein bei solchen Athersorten brauchbar ist, bedarf weiterer 
Priifung. 


1) Fiir Hefe erwies sich ein abgeiindertes Verfahren, Vorbehand- 
lung mit Eisessig und Petrolither, danach Extraktion mit Chloroform 
als geeigneter, vgl. Diese Zs. Bd. 159, S. 192 (1926). 
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In den Anleitungen zur Identifizierung von Blutflecken 
wird auch die Behandlung mit bromwasserstoffgesittigtem His- 
essig mach Nenckis und Siebers Methode der Darstellung 
ihres Himatoporphyrins aufgefiihrt. Wendet man das Ver- 
fahren aut Spuren Blutfarbstoff oder Himatin an, so kann 
man leicht zu negativen Befunden kommen, trotzdem der 
Blutnachweis mit anderen Verfahren méglich gewesen wire, 
Verwendet man nimlich zu obiger Probe solchen kiuilichen 
bromwasserstoffgesiittigten Kisessig, der freies Brom ent- 
halt, so geht das zuniichst entstandene Haimatoporphyrin bei 
der Aufarbeitung des Reaktionsprodukts mit Natriumacetat 
‘oder Kalilauge und Essigsiiure) und Ather in Bromhiimato- 
porphyrin itiber, das nicht mehr das sogenannte charakte- 
ristische Héaimatoporphyrin—Saurespektrum gibt. Man darf 
sich deshalb nicht darauf beschrinken, das Reaktionsprodukt 
nur nach seiner Uberfiihrung in Ather spektroskopisch zu 
untersuchen, sondern muB vor allem das Gemisch aus der 
fraglichen Blutspur und Bromwasserstoff—Eisessig sowohl bald 
nach seiner Herstellung als auch im Verlauf eines Tages 
von Zeit zu Zeit unmittelbar auf das Porphyrin—Saure- 
spektrum priifen, dessen beide Hauptstreifen, falls Blutfarbstoft 
in irgendeiner Form oder Himatin vorhanden war, auf un- 
gefiihr uu 605 (bis 606) und 561 liegen. — Ich habe bei 
der Untersuchung frischer oder alter Blutspuren in obigem 
Reaktionsgemisch nach geniigend langem Stehen durchweg ein 
sehr deutliches Porphyrin—Siurespektrum erhalten, wahrend 
das entstandene H&imatoporphyrin nach der Uber- 
fihrung in Ather nur eine schwache Andeutung des 
ganz abweichenden Spektrums des Bromhimatopor- 
phyrins gab. Die bromierende Wirkung der so erhaltenen 
iitherischen Liésungen war oft so stark, daB ein Zusatz von 
mehreren Kubikzentimetern stark rot gefirbter Aatherischer 
Haimatoporphyrinlésung zu etwa 5 ccm der stark gelben iithe- 
rischen Liésung des Reaktionsprodukts noch nicht ausreichte, 
um das vierstreitige Atherspektrum des Hiamatoporphyrins 
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hervorzurufen; vielmehr zeigte das Spektrum nur sehr ver- 
stiirkt die Streifen des Bromhimatoporphyrins, besonders 
auffallend den starken Streifen im Rot.') Will man Nenckis 
und Siebers Methode nach dem Vorgange von Lochte und 
Danziger?) zur Identifizierung von Blutspuren anwenden, so 
muB man auf den in manchen kiuflichen Praparaten brom- 
wasserstoff—Kisessig vorhandenen starken Gehalt an freiem 
Brom wenigstens dann Riicksicht nehmen, wenn die entstandene 
Menge Himatoporphyrin zum krystalloskopischen Nachweis zu 
gering ist und deshalb nur der spektroskopische Nachweis in 
Frage kommt. — 


Ii, 


Wenngleich ich schon yor einiger Zeit auf die theore- 
tische Méglichkeit hingewiesen habe, daB wenigstens in be- 
sonderen Fallen bei der klinischen Untersuchung der Faeces 
auf okkulten Blutgehalt dadurch Irrtiimer entstehen kénnten, 
daB bei Abwesenheit von endogenem Blut ein positiver Ausfall 
der chemischen und spektroskopischen Himatinproben durch 
einen Eisenporphyratingehalt der Reste pflanzlicher Nahrung 


zustande kommen kénne, scheint es mir doch geboten, daraut 


hinzuweisen, daB man mit dieser Méglichkeit ernstlich rechnen 
muB; denn unsere quantitativen Bestimmungen haben ergeben, 
daB die kiuflichen Haferpriparate, Haferflocken, Hafergriitze, 
einen ihnlich hohen LEisenporphyratingehalt besitzen wie 
BrennereipreBhefe, bei der er nach unseren friiher mitgeteilten 
und oft bestiitigten Befunden angenithert dem einer 0,1°/, igen 
Blutlésung entspricht. In sehr vielen Versuchen haben 
wir an den aus weniger denn ein Gramm obiger 


Haferpriparate hergestellten HKisessig—Chloroform- 


—— ———_—_ -—- 


'!) Vgl. aueh O. Schumm, Die spektrochemische Analyse natiir- 
licher organischer Farbstoffe. Jena, 1927, bei G. Fischer. $, 136 
und 267. 

*) Zitiert nach E. Ziemke, Methoden der Blutuntersuchung, in 
Abderhaldens Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden. 
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ausziigen ausnahmslos deutlich positive spektrosko- 
pische Hamatinreaktionen erhalten.}) 





*) Da die nach Webers Vorschrift ausgefiihrte Guajakblutprobe 
bei Hafergriitze positiv ausfiel, habe ich bereits im Jahr 1906 den 
Schlu8 gezogen, daB der in Betracht kommende Pflanzenbestandteil, 
der damals als ein Oxydationsferment bezeichnet wurde, unter bestimmten 
pathologischen Verhiltnissen bei der Untersuchung der Faeces auf 
Blut doch stéren kénne. Am SchluB meiner damaligen Beschreibung 
der zugehorigen Versuche steht der Satz: ,,Diese Beispiele aus meiner 
Versuchsreihe geniigen, um zu zeigen, daB Vorsicht geboten ist.“ Vgl. 
O.Schumm: Die Untersuchung der Faeces auf Blut. Jena 1906, 
Verlag von G. Fischer. S. 21. 
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Uber die Wirkung der Oxydoredukase der Hefe auf 
einige vermutliche Zwischenprodukte der alkoholischen 
Gdrung und auf Crotonaldehyd. 


Von 
A. Lebedew. 


(Aus dem wissenschaftlichen Forschungsinstitut fiir Chemie der I. Moskauer Universitit.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. September 1927.) 


Im vorigen Jahr habe ich an dieser Stelle eine Arbeit 
, Uber die Wirkung der Oxydoredukase (aus Milch) auf Glycerin- 
aldehyd, Dioxyaceton und Methylglyoxal veréffentlicht.1) Nach- 
dem es mir nun gelungen ist, die Oxydoredukase vom Zymase- 
komplex zu trennen’), habe ich ihre Wirkung auf Glycerin- 
aldehyd, Dioxyaceton, Methylglyoxal, Acetaldehyd, Milchsiure 
und Crotonaldehyd untersucht. Von den zahlreichen Versuchen, 
die alle ziemlich iihnlich verlaufen sind, fithre ich im experi- 
mentellen Teil zwei als Beispiel an. 

Aus den Versuchen darf man folgende Schliisse ziehen: 

}. Die Oxydoredukase aus Hefe wirkt, im Gegensatz zu 
der Oxydoredukase aus Milch*), auf Methylglyoxal fast eben- 
so stark wie auf Acetaldehyd. Dies besagt, daB diese 
beiden Substrate dem Ferment gegeniiber fast das gleiche 
Reduktionspotential haben. Dieses Ergebnis wurde freilich 
bei einer beinahe doppelt so hohen Acetaldehydkonzentration 


1) Diese Zs. Bd. 160, S. 97 (1927). 

*) Diese Zs. Bd. 156, 8. 153 (1926). Der ausfiihrliche Bericht tiber 
die Eigenschaften der Hefeoxydoredukase wird bald erscheinen. Es 
sei vorweggenommen, daB sie auch auf Purinkérper, z. B. Xanthin, 
wirkt. 

s A.aO. 8. 113. 
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(3,6 °/,) erhalten, dabei ist aber zu beriicksichtigen, da’ Acet- 
aldehyd fliichtiger ist als Methylglyoxal, so daB seine Kon- 
zentration bei den gewihlten Versuchsbedingungen im Laufe 
des Versuchs bedeutend niedriger als 3,6°/, geworden war. 
Man darf jedenfalls sagen, daB die Oxydoredukase der Hefe 
viel besser auf Methylglyoxal abgestimmt ist als die der 
Milch. Dieser Umstand spricht einigermaBen zugunsten 
der Anschauung, nach welcher Methylglyoxal ein Zwischen- 
produkt der alkoholischen Giérung ist. Einer solchen An- 
nahme steht jedoch die wohlbekannte Unvergirbarkeit des 
Methylglyoxals in Substanz durch die lebende Hefe im Wege. 

2. Glycerinaldehyd wird mindestens doppelt so stark wie 
Acetaldehyd oder Methylglyoxal durch Hefeoxydoredukase 
oxydiert. 

8. Dioxyaceton wird durch Hefeoxydoredukase, im Gegen- 
satz zur animalischen Oxydoredukase, gar nicht oder jedenfalls 
viel schwicher angegriffen. 

4, Glycerinaldehyd und Dioxyaceton erfahren bei Gegen- 
wart von Phosphaten eine bedeutende Wasserstoffaktivierung, so 
daB sie ihren Wasserstoff schon freiwillig, ohne Mitwirkung des 
Knzyms, wenn auch nicht so stark, an Methylenblau abgeben. 
Dieser Umstand, ebenso wie die von mir festgestellte Tatsache 
(iiber die ich bald ausfithricher berichten werde), daB nimlich 
Ammoniumsulfat ebenso wie Oxydoredukase auf Aldehyde ein- 
wirkt, spricht dafiir, daB die Wirkung der Oxydoredukase nur 
in der Aktivierung des labilen Wasserstoffatoms besteht. Es 
wire deshalb vielleicht richtiger, statt Oxydoredukase den Aus- 
druck Wasserstoffaktivase zu gebrauchen. Dies stiinde 
auch in Kinklang mit den modernen Anschauungen tiber die 
katalytische Wirkung. Ich werde tbrigens bald Gelegenheit 
haben, auf diese Frage noch ausfihrlicher zuriickzukommen. 


Experimenteller Teil. 
Die Oxydoredukaselésung wurde aus Hefemacerationssaft 
auf folgende Weise gewonnen: 
Trockenbierhefe wurde 2 Stunden bei 35° mit dem 3fachen 
Volumen Wasser maceriert, abfiltriert und das Filtrat in einem 


4 * 
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75° nicht tbersteigenden Wasserbad auf 65° erwirmt. Der Nr 
vom Koagulum abfiltrierte Saft wurde mit seinem 2'/, fachen 
Volumen gesittigter Ammoniumsulfatlésung gefillt, die Fallung 
abgenutscht und 3—4 mal mit einer Ammoniumsulfatlésung 
ausgewaschen, der auf 21/, Raumteil 1 Raumteil Wasser zu- ” 
gefiigt worden war. 

Der Riickstand wird in méglichst wenig Wasser (etwa 
5 ccm) gelést und in Dialysierhilsen von Schleicher und 
Schill 48 Stunden mit Leitungswasser dialysiert. Da ich 
nun feststellen konnte, daB sowohl Hefe- wie Milchoxydo- ? 
redukase entgegen meiner eigenen Annahme?) wie auch der 
von Harden und Norris’), Meyerhof*), Euler und Nilson* 
keines Co-Enzyms im wahren Sinne des Wortes zu ihrer 
Wirkung bedarf, habe ich weiterhin mit der so gereinigten 
und dialysierten Oxydoredukaselésung ohne Co-Enzymzusatz 


99 


gearbeitet. 
Versuch J. Zu diesem Versuch wurden 2 °/,ige Lésungen 
von Glycerinaldehyd, Dioxyaceton, Methylglyoxal, milchsaurem ™ 
Natrium und Crotonaldehyd und 3,6 °/,ige bzw. 1,8 °/, ige | Bt 
Lésungen von frisch bereitetem Acetaldehyd verwendet. Als . 
Puffer diente n/3-Phosphatgemischlésung nach Sérensen vom it 
Pp, = 6,8. Es wurden 42 Reagenzgliser von */, cm Durch- b 
messer folgendermaBen gefiillt: 7 
Nr. 1—2 0,2 em*® Enzymlésg. + 0,2 em® ’ 
H,O + 0,2 Puffer +0,6cem 38,6°/, Acetaldehydlésung ” 
3—4 0,4 em® gekocht. Enzymlsg.°) r 
+ 0,2 Puffer + 0,6 eem desgl. 
5—6 0,4 em® Wasser + 0,2 Puffer ts 
+ 0,6 cem desgl. b 





1) Chem. Ber. Bd. 45, S. 8267 (1912). 

2) Biochem. Jl. Bd. 8, S. 100 (1914); Bd. 9, S. 330 (1915). 

8) Arch. ges. Physiol. Bd. 170, S. 379—412 (1918). 

‘) Diese Zs. Bd. 149, S. 44 (1925); Bd. 151, S. 155 (1926). 

*) Die mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnte Enzym- 
lésung wird im siedenden Wasserbad koaguliert, das Filtrat auf 
dem Drahtnetz gekocht, abfiltriert und auf Zimmertemperatur ab- 
gekihlt. 
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Nr. 7—8 
9—10 Statt 3,6°/,ige Acetaldehydlsg. 2°/,ige Methylglyoxalliésung 
, 11—12 


13—14 
= 1510 | desgl. 2°/,ige Dioxyacetonlésung 
desgl. 2°/,ige Glycerinaldehydlésung 
desgl. 1,5°/,ige Acetaldehydlésung 
desgl. 2°/,ige Natriumlactatlésung 


desgl. 2°/,ige Crotonaldehydlésung 


Zu Nr. 1, 2, 7 und 8 wurden je 5 Tropfen, zu Nr. 21 
und 22 je 2 Tropfen einer n/100-Methylenblaulésung hinzu- 
gefiigt. Nr. 19 und 20 erhielten einen Zusatz von je 2 Tropfen, 
Nr. 37 und 38 von je 1 Tropfen n/20-Methylenblaulésung. Alle 
iibrigen Ansitze wurden mit je 1 Tropfen einer n/100-Methylen- 
blaulésung versetzt. In simtliche Reagenzgliser wurden 5 bis 
6 Tropfen Toluol gegeben. Hierauf wurden sie mit Kork- 
stopfen verschlossen und in einem konstant 60° warmen 
Wasserbad (bestehend aus einem breiten Becherglas, das selbst 
in einem noch weiteren stand, das seinerseits iiber einem 
Drahtnetz erwarmt wurde) 21/, Stunden belassen. Je nach der 
Entfirbung setzte man wieder tropfenweise n/100-Methylen- 
blaulésung zu. Das Versuchsergebnis war: 


Anzahl der ent- 


Nr. M.-Blau-Zusatz  firbten Tropfen 
1—2 je 5 Tropfen n/100 8 n/100 

3—4 Acetaldehyd 3,6°/, ., 1 ‘a ‘a eS » 

5—6 ~ 7 —_— 

1~¢ JSS Dg 9 

3—10 Methylglyoxal een , ‘i 2 
11—12 1. Se ae | T 
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Anzahl der ent- 
Nr. M.-Blau-Zusatz  firbten Tropfen 
183—i4 je 1 Tropfen n/100 3 + 
15—16 Dioxyaceton a o " wo -« } 
‘vie Se x 6 
19—20 en elie 82 
21—22 Glycerinaldehyd » a n/100 14 
23—24 aa - 6 
25—26 — & 4 
o7—2e | Acetaldehyd 1,8°/, ., 1 ‘ ‘3 0 
29—80 . i 0 
31—32 ol , 2 
33—34 Milchsiiure 1 ; wy 
35—30 | ! e 0 4 
37—38 1 n/20 = 
39—40 Crotonaldehyd 1 ™ n/100 2 4 
41—42 > 9) 79 ” 0 rB Y 
0 bedeutet, daB keine oder fast keine Entfirbung eingetreten ist. 
Nach Abzug der Kontrollen bekommt man also fiir: 
Entfirbt wurden: | 
Acetaldehyd  3,6° jig 6 Tropfen n/100-Methylenblaulésung 
” 1,8 ,, 4 ” "9 ” 
Methylglyoxal 2 ,, 7 7 s 
Dioxyaceton =— 2 ‘3 ro 
Glycerinaldehyd 2 18 ‘) i 
Milchsaures Na 2 2 , 
Crotonaldehyd 2. .,, 5 | 
Versuch II, aihnlich dem vorigen. 21 Reagenzgliser vom 
gleichen Durchmesser. Versuchsdauer 2 Stunden. Temperatur 
55° C. , 
; Anzahl der ent- | 
Nr. M.-Blau-Zusatz — fiirbten Tropfen | 
2 Tropfen n/20 2 n/100 
2 | Acetaldehyd 3,6 °/, 2 = n/100 ‘ » 
3 | 1 zs . 0 
4 : «2 12 
5 Methylglyoxal 2 ‘ n/ 100 - « 
6 | ‘eee. 0 
7 2 - n/20 15, 
8} Dioxyaceton 2 ‘. x mw » 
g | | ; : 5 
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Anzahl der ent- 


Nr. M.-Blau-Zusatz firbten Tropfen 
~ 6 Tropfen n/20 45, 
11; Glycerinaldehyd 8 ‘i ™ 32 .—Cis, 
12 J i : 5 
13 1 “ oS , 
uf Acetaldehyd 1,8 °/, 1 n/100 2 
15 1 a 0 
16 1 2 
17 Milchsaure 1 , 0 
18 1 - 0 
19 I n/20 8 
20; Crotonaldehyd 2 n/100 3 
21 | e < 0 
Nach Abzug der Kontrollen bekommt man also fiir: 
Im ganzen entfirbt 
Acetaldehyd 3,6 °/,ig 8 Tropfen n/100-Methylenblaulésung 
” 1,8 ,, 4 B ” ” 
Methylglyoxal 2 ,, 6 i a ‘s 
Dioxyaceton a 0 - ye 
Glycerinaldehyd 2 13 m Re = 
Crotonaldehyd 2 ,,. 5 és ‘s 9 
Milchsaures Na 2 ,, 2 " * ‘ 


Ks sei daran erinnert, daB die Oxyredukase der Milch?) 
keine Wirkung auf milchsaures Natrium gezeigt hat. Dieser 
Befund im Verein mit den anderen von mir beobachteten Tat- 
sachen berechtigt zu der Annahme, daB animalische und 
pflanzliche Oxydoredukasen nicht vollstiindig identisch sind. 
Méglicherweise ist dieser Unterschied durch Begleitstoffe be- 
dingt. Die weitere Reinigung der Hefeoxydoredukase nach 
der Adsorptionsmethode scheiterte bis jetzt am Besitz einer 
kriftigen Zentrifuge. Die Versuche werden fortgesetzt. 

Anhang bei der Korrektur. Diese Arbeit schrieb ich 
in Sotschi (Kaukasus), so da8 mir damals die Arbeit von 


Kostytschew und Soldatenkov [Diese Zs. Bd. 168, S, 128 
(1927)] tiber Methylglyoxal noch unbekannt war. 
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Uber Oxyaminosduren. 


Il. Mitteilung. 


Von 


Fritz Bettzieche und Rudolf Menger. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. September 1927.) 


In der I. Mitteilung') war gezeigt worden, wie Oxyamino- 
siuren als Aminoalkohole durch Siure und Alkali zersetzt 
werden. Serin und Phenylserin werden beim Erhitzen mit 
Mineralsiuren primar in e-Ketosiure, nachstniederen Aldehyd, 
Ammoniak und Kohlensiiure gespalten. LErhitzen mit Alkali 
spaltet Phenylserin glatt in Benzaldehyd und Glykokoll; beim 
Serin konnte jedoch keine Spaltung in Formaldehyd und 
Glykokoll festgestellt werden, es tritt vielmehr Ammoniak auf 
und als zweite Komponente brenztraubensiiure. Diese der 
Siiurespaltung analoge Zerlegune wird durch die wasser- 
entziehende Wirkung des Alkalis bedingt, wie sie sich auch 
in geringem MaBe bei Aminoalkoholen bemerkbar macht. 
Weitere Untersuchungen dariiber sind noch im Gang. 

Wir haben nun Toluolsulfo-, Benzoyl- und Hippuryl-pheny]l- 
serin auf ihr Verhalten gegen Alkali untersucht. Beim Toluol- 
sulfophenylserin hatten wir schon friiher gefunden, daB es gegen 
Alkali in der Siedehitze bestiindig ist. Wir haben unsere 
Versuche bei héherer Temperatur fortgesetzt und dabei eines- 


1) Diese Zs. Bd. 150, S. 177 (1925). 
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teils nach einer Spaltung in Benzaldehyd und Toluolsulfoglyko- 
koll, anderenteils in Toluolsulfamid und Phenylbrenztrauben- 
siure gefahndet. Wir haben die Bruchstiicke beider Spaltungen 
isolieren kénnen, doch ist fiir ihr Kintreten eine so hohe Tempe- 
ratur noétig, daB harzbildende Nebenreaktionen die Ausbeute 
minimal gestalten. 

Daher haben wir am Benzoylphenylserin die gleichen 
Untersuchungen angestellt, hier jedoch ohne den gewiinschten 
Erfolg. Der Benzoylrest wird schon bei milderen Bedingungen 
abgespalten, als sie erforderlich sind, um das Benzoylphenyl- 
serin in den oben ausgefiihrten Richtungen zu spalten. Es 
konnten weder Hippursiure noch Ammoniak nachgewiesen 
werden. Stets wurden allein Benzoesiiure, Benzaldehyd und 
Glykokoll erhalten. 

Versuche mit Hippurylphenylserin verliefen, wie zu _ er- 
warten, in gleichem Sinne. Ammoniak wurde nicht gefunden. 
Als Spaltprodukte wurden isoliert: Benzoesiure, Glykokoll, 
Benzaldehyd, sowie in Spuren Hippursiiure. 

{3 interessierte uns ferner die Frage, ob durch weitere 
Acylierung des Benzoylphenylserins, sei es an der Hydroxyl- 
oder Acylaminogruppe, eine verinderte Spaltbarkeit auftritt. 
Bei der Einwirkung von Benzoylchlorid auf Benzoylphenylserin 
in Bicarbonatlésung erhielten wir jedoch statt der Diacylver- 
bindung das Benzoylaminozimtsiureazlacton, das nach Ver- 
suchen, die wir zur Klirun~ 72s Reaktionsverlaufs anstellten?), 
wohl aus primir gebildetem Dibenzoylphenylserin entstanden 
ist, denn bei Benzoyherung in kaustischem Alkali entsteht 
kein Azlacton, nur in Bicarbonatlésung, also unter Bedingungen. 
die fiir eine Acylierung der Hydroxylgruppe giinstig sind. Die 
Synthese eines Diacylphenylserins ist uns bis jetzt noch nicht 
gelungen. Durch diese Versuche war unsere Aufmerksamkeit 
auf das interessante Azlacton gerichtet worden. Wir fanden 
neu Reaktionsfahigkeit des Azlactons gegeniiber Aminen sowie 
Methylalkohol, mit dem es glatt den Ester bildet, wahrend 
es mit Athylalkohol nicht reagiert. 


1) Ausfiihrliche Angaben vgl. Menger, Diss. phil. Leipzig 1927. 
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VeranlaBt durch die Arbeit von Bergmann, Stern und 
Witte) haben wir die Untersuchung abgebrochen. 


Versuehsteil, 


Darstellung des Benzoylphenylserins. 


10 g Phenylserin wurden in 80 ccm 3°/, iger Natronlauge 
aufgelést, dazu 15 g Benzoylchlorid tropfenweise unter kriftigem 
Turbinieren zugegeben. Nach 2 Stunden wurde mit Ather 
iiberschichtet und mit Salzsiure congosauer gemacht. Das 
Benzoylphenylserin krystallisierte erst im Verlauf der nichsten 
12 Stunden an der Grenze zwischen Ather und Wasser als 
feste, dichte Kruste aus, die mit einem Spatel vom Rande ab- 
getrennt und als ganze Scheibe herausgehoben werden konnte. 
Die Substanz wurde zerkleinert, mit Ather gewaschen und aus 
siedendem Wasser umkrystallisiert. Lange glinzende, farblose 
Nadeln vom Schmelzp. 158°, leicht léslich in Methyl-, Athyl- 
alkohol, Aceton, Essigester, Eisessig, schwer léslich in Chloro- 
form und Wasser, unléslich in Benzol und Ligroin. 

4,885 mg Substanz gaben 12,030 mg CO,, 2,390 mg H,O. 


4,172 mg ™ » 10,320 mg CO,, 2,030 mg H,O. 
C,,H,,0,N Ber. © 67,36°/, H 5,26 °/, 
Gef. ,, 67,16 ,, 5,47 ) 
67,45 9) 0,40 ( 
3,955 mg Substanz gaben 0,173 cem N (753mm, 19°). 
3,810 mg - » 0,167 cem ,, (751 mm, 20°). 


C,3H,;0,N Ber. N 4,91°/,, Gef. N 4,96°/), 4,94). 


Verhalten der $-Oxy-f-phenyl-c-benzoylamino-propionsadure 
gegen Alkali. 


a) Untersuchung auf Spaltung in Benzaldehyd 
und Hippursiure. 


oe , 


Zur Kontrolle wurden zunachst drei Proben Hippursiure 
am Riickflu8 erhitzt zwecks Feststellung des Fortschritts der 





‘ ‘ ; ; : ] 
Spaltung mit der Dauer des Erhitzens (vgl. Dissertation Menger’. 
') Bergmann, Stern und Witte, Liebigs Aun. d. Chem., Bd. 449, ; 


S. 277 (1926). { 





Uber Oxyaminosiiuren 59 


Beim Hauptversuch wurden 2 g Monobenzoylphenylserin 
in einer Lésung von 30 ccm 8°/,iger Natronlauge 11/, Stunden 
der Wasserdampfdestillation unterworfen. Sofort nach Beginn 
des Prozesses war einwandfrei Geruch nach Benzaldehyd fest- 
zustellen, der auch nach Abbruch der Destillation noch deutlich 
wahrnehmbar war. Hierauf wurde mit konzentrierter Salzsiure 
angesiiuert, die ausgeschiedenen Krsytallmassen abfiltriert und 
zur Entfernung von Benzaldehyd und Benzoesiiure mit Chloro- 
form gewaschen. Der Riickstand, der in der Hauptsache aus 
unverindertem Ausgangsmaterial bestand, wurde auf Hippur- 
siure untersucht, die jedoch nicht gefunden wurde. Versuche 
mit anderen Spaltzeiten fiihrten zu demselben Ergebnis. 


b) Untersuchung auf Spaltung in Benzamid 
und Phenylbrenztraubensiure. 


1 g Benzoylphenylserin wurde in einem Erlenmeyerkolben 
mit 250 ccm einer 10°/, igen Natriumbicarbonatlisung versetzt 
und die Lisung am absteigenden Kiihler gekocht. Vorgelegt 
wurden 2 ccm einer 0,1 n-Salzsiiurelésung. Nachdem_ etwa 
70 ccm Fliissigkeit iiberdestilliert waren, wurde mit 0,1 n-Natron- 
lauge die iiberschiissige Siiure zuriicktitriert und zwar wurden 
verbraucht 2 ccm der Natronlauge, was besagen will, da bei 
der Alkalispaltung des Benzoylphenylserins kein Ammoniak 
frei wird. 


Versuche mit Hippurylphenylserin. 
|$-Oxy-f-phenyl-«-hippuryl-amino-propionsaure). 
Kupplung von Hipurazid mit Phenylserin. 


22 g¢ Phenylserin wurden in etwa 50 ccm verdiinnter Natron- 
lauge gelést und darauf unter kraftigem Schiitteln das feuchte, 
aus 11,7 ¢ Hippursiurehydrazid gewonnene Azid in kleinen 
Portionen eingetragen. Nachdem alles Azid gelést war, wurde 
mit Salzsiure das Peptid als braunes Ol gefillt, das teilweise 
krystallisierte. Das restliche Ol wurde durch Umfiallen mit 
Wasser aus Alkohol ebenfalls zur Krystallisation gebracht. Nach 
verschiedentlichem gemeinsamen Umkrystallisieren aus Chloro- 
form und aus Athylalkohol/Wasser wurde das Peptid mit dem 
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konstanten Schmelzpunkt 143° erhalten. Ausbeute 6,5g rd. 16°/, 
der Theorie. Das Peptid ist leicht léslich in Methyl-, Athyl- 
alkohol, Aceton, Essigester, Chloroform; unléslich dagegen in 
Ligroin und Wasser. 
550 mg Substanz verbrauchten 16,0 cem 0,1 n-Natronlauge. 
250 mg i - 7,7 ecm 0,1 
16,0 : 550 10000: x 343,7. 
7,7:270  10000:x 30,6. 
Molekulargewicht fiir N-Hippurylphenylserin: C,,H,,O;N, berechnet 342. 
4,513 mg Substanz gaben 10,440 mg CO,, 2,170 mg H,O. 


4,796 mg me » 11,090mg ,, 2,310 mg_s,, 
Cut. Ber. C 68,15°/, H 5,26°/,. 
Gef. ,, 638,08 »» 5,88 


63,05  ,, 5,89 
4,520 mg Substanz gaben 0,322 eem N (738 mm, 21°). 
4,470 mg - 5 0,324 cem_ ,, (747 mm, 21°). 
C,,H,,0,N, Ber. N 8,18°/, Gef. N 7,98°/, 8,04°/,. 


Einwirkung von Alkali auf /-Oxy-S-phenyl-c-hippurylamino- 
propionsaure. 

1g Siure wurden mit 150 ccm 15°/,iger Natronlauge 
2 Stunden lang gekocht, bis kein Benzaldehyd mehr iiberging. 
Da hierbei kein Ammoniak frei geworden ist, ist die Siiure 
also nicht in Hippurylamid und Phenylbrenztraubensiure ge- 
spalten worden. 

Je nach den Spaltungszeiten lassen sich isolieren: Glyko- 


koll, Benzaldehyd, Benzoesiure, Hippursaure. 


Alkalispaltung des Toluolsulfophenylserins. 


Drei Portionen zu je 10 g Toluolsulfophenylserin wurden 
in 50 ccm 3°/,iger Natronlauge aufgelést und im Bombenrohr 
39 Stunden auf 200° erhitzt. Es hatte sich ein gelbes Ol ab- 
geschieden. Die Réhren wurden stark abgekihlt, geéffnet, der 
Inhalt der 5 Réhren mit H,O verdiinnt in einen Destillier- 
kolben gespiilt; mit Wasserdampf destilliert. Im Destillat 
wurde Ammoniak und Benzylamin nachgewiesen. Destillat 
und alkalische Lésung, die im Kolben zuriickgeblieben war, 
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wurden ausgeiithert. Atherriickstand: 1,2-Diphenyl-2-benzal- 
amino-thanol(1), Benzaldehyd, Benzylalkohol. Die ausgeiitherte 
alkalische Lésung wurde angesiiuert: durch Ausithern lieBen 
sich gewinnen: Toluolsulfosiure, Benzoesiiure, Phenylbrenz- 
traubensdure!! (in Spuren), Toluolsulfophenylserin, Yoluolsulfo- 
glykokoll!! In der Lésung wurde Glykokoll nachgewiesen. 


Einwirkung von Benzoylchlorid auf Phenylserin in Bicarbonat. 


5 g Phenylserin wurden unter Schiitteln in einer Auf- 
schwemmung von 9,3 g(4 Mol) Natriumbicarbonat in etwa 150 ccm 
Wasser gelist, dann 7,7 g (2 Mol) Benzoylchlorid zugegeben und 
ungefiihr 5 Stunden kriftig geriihrt. Dabei schieden sich ge- 
ringe Mengen einer gelb gefarbten Substanz aus, die abfiltriert 
wurden. Darauf wurde das Filtrat mit etwa dem doppelten 
Volumen Ather iiberschichtet und konzentrierte Salzsiiure bis 
zur kongosauren Reaktion hinzugefiigt. Die zuniichst aus- 
fallende Benzoesiiure liste sich wieder im Ather, nach Verlauf 
einiger Stunden setzte sich an der Grenze zwischen Wasser- 
und Atherschicht die ?-Oxy-8-phenyl-a-benzoyl-amino-propion- 
siiure in einer harten Kruste ab. Die Ausscheidung war nach 
ungefahr 12 Stunden vollstiindig. Der Kérper wurde abfiltriert, 
auf der Nutsche scharf abgepreBt und verschiedentlich mit 
Ather gewaschen, hierauf mehrmals aus siedendem Wasser 
umkrystallisiert; Ausbeute 5g, was etwa 65°/, der Theorie 
entspricht. 


Verhalten des Benzoylaminozimtsdureazlactons gegen Athyl- 
alkohol. 


1, Bei einstiindigem Kochen mit der 10fachen Menge 
96°/,igen und absoluten Athylalkohol keine Einwirkung, das 
unverinderte Azlacton krystallisiert beim Einengen der 
Lésung aus. 

2. Bei einstiindigem Kochen mit der 15fachen Menge 
salzsiurehaltigen ubsoluten Athylalkohols wurde nach Kin- 
dampfen im Vakuum ein wasserhelles, zihflissiges Ol er- 
halten, das im Kialtegemisch langsam krystallisierte. Nach 
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Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt erwies es sich als der 
bereits bekannte Ester der Benzoylaminozimtsiure. 


Einwirkung von Methylalkohol auf Benzoylaminozimtsaure- 
azlacton. 
2 g des Benzoylaminozimtsiureazlactons wurden mit etwa, 
70 ccm gewodhnlichen Methylalkohols, ungefahr eine Stunde auf 
dem Wasserbade am RiickfluB gekocht. Die anfangs gelbe 
Lésung entfarbte sich nach einiger Zeit. Das nach Ver- 
dampfen des Methylalkohols hinterbliebene wasserklare, ziem- 
lich dickflissige Ol erstarrte im Kaltegemisch. Es wurde auf 
Ton abgepreBt. und aus Methylalkohol umkrystallisiert. Der 
Kérper erwies sich als der Methylester, er zeigte den Schmelz- 
punkt 140°; die Ausbeute war fast quantitativ. Zur Analyse 
wurde im Hochvakuum getrocknet. 


4,310 mg Substanz gaben 11,490 mg CO,, 2,090 mg H,O. 
4,700mg » 12,560mg ,, 2,260mg ,, 
Ci7H,;O,N Ber. C 72,59°/, H 5,338°/, 
Gef. ,, 72,69 ,, 5,42 
» 72,88  ,, 5,37 


4,890 mg Substanz gaben 0,218 com N (762 mm, 20°) 
4,810 mg ‘. » 0,215 ccm ,, (762 mm, 20°). 


C,,H,,0,N Ber. N 4,98°%,  Gef. N 5,21, 5,22°/,. 


Einwirkung von Athyl- und Methylalkohol auf Benzoylamino- 
zimtsdure. 


Im Gegensatz zu ihrem Azlacton verhalt sich die Benzoyl- 
aminozimtsiure, sowohl gegen Athyl- wie gegen Methylalkohol 
bei einstiindigem Kochen ihrer Lésung indifferent. Die Saure 
wird unveraindert zuriickgewonnen. 


Einwirkung von Benzoylchlorid auf Benzoylphenylserin 
in Natriumbicarbonatlosung. 


10 g Benzolphenylserin wurden unter Zusatz von etwa 
120 ccm Natriumcarbonatlésung unter Riihren gelést, darauf 
1,18 g (4 Mol) Natriumcarbonat hinzugefiigt und wahrend zwei- 
stiindigen kraftigen Riihrens 9,9 g (2 Mol) Benzoylchlorid zu- 
gegeben. Hs fiel in geringer Menge ein gelbe Masse aus, die 
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aus Benzol umkrystallisiert den Schmelzpunkt 164° zeigte. 


Der Mischschmelzpunkt mit Benzoylaminozimtsaureazlacton 
wurde nicht deprimiert. 


Kondensation von Benzoylphenylserin durch Essigsaureanhydrid 
und sissienneted 


Zu einem feingepulverten Gemisch aus 7,7 g Benzoylphenyl- 
serin{1 Mol) und 1,7 g wasserfreiem Natriumacetat wurden 4,1 g_ 
Essigsiurehydrid (2 Mol) hinzugeben, und das Ganze durch- 
einander gerieben. Hierauf erwirmten wir die Mischung in 
einer Schale auf dem Wasserbade. Nach etwa 10 Minuten 
trat an dem. Rande Gelbfarbung auf, bis nach 1/, Stunde die 
ganze Masse einheitlich gelb gefarbt erschien. Zur Vervoll- 
stindigung der Reaktion wurde hierauf noch eine weitere 
Stunde auf dem Wasserbad erwairmt. SchlieBlich wurde die 
Masse auf einer Nutsche scharf abgepreBt, mehrmals mit 
Alkohol nachgewaschen und endlich der Riickstand mit Wasser 
ausgekocht, um die eventuell unveranderten Komponenten zu 
entfernen. Nach dem Trocknen der auf dem Filter verbleiben- 
den Restsubstanz im Trockenschrank bei 100° wurde zweimal 
aus Benzol umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt der gelb- 
krystallinen Substanz lag bei 164°. Der Mischschmelzpunkt 
mit reinem Azlacton zeigte keine Depression. Ausbeute 50°/, 
der Theorie. 


Einwirkung von Essigsaiureanhydrid auf Benzoylphenylserin 
in der Hitze. 


1 g Benzoylphenylserin wurde in 4 ccm Essigsaéureanhydrid 
etwa 10 Minuten bis zur Siedetemperatur erhitzt. Es trat 
Loésung der Krystallmasse unter Gelbfarbung der Flissigkeit 
ein. Wéahrend des Erkaltens krystallisierten einige Nadelchen 
aus, bis das ganze nach etwa einer halben Stunde erstarrt war 
zu einer krystallinen Masse. Nach Trocknen auf Ton und 
Waschen mit Natronlauge hinterblieben lange, gelbe Nadeln 
vom Schmelzpunkt 164°. Der Mischschmelzpunkt mit reinem 
Azlacton lag bei derselben Temperatur. 
























Uber die Einwirkung von Grignardreagens auf Aminosauren. 
13. Mitteilung.") 


Phenylserinabkémmlinge. 


Von 


Fritz Bettzieche und Rudolf Menger. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Der Redaktion zugegangen am 17. September 1927.) 


Einwirkung von Phenylmagnesiumbromid auf Phenylserinester- 
chlorhydrat. 3 


(Darstellung des 3-Oxy-3-phenyl-2-amino-1, 1-diphenyl- 
propanols (1)). 


H H H H Coils 
C,H;—C——CCOOC,H, —> CyHs—C-—C—CXG gy ° 


= 
OH NH, OH NH, OH 
Das Grignardreagens wurde aus 3,5 g Magnesium und 


-25,5 g Brombenzol in der tblichen Weise hergestellt, darauf 


5 g Esterchlorhydrat in kleinen Portionen eingetragen. Es trat 
unter lebhaftem Aufschiumen Reaktion ein. Darauf wurde 
durch weiteres einstiindiges Kochen auf dem Wasserbade mig- 
lichste Vollstindigkeit der Umsetzung angestrebt. Nach Zer- 
setzung mit Eiswasser-Salzsiure wurde wiederholt stark aus- 
geaithert und aus der abgetrennten waBrigen Schicht das Roh- 
aminol mit Ammoniak ausgefiallt. Da sich dieses jedoch wegen 
seiner schmierigen, Beschaffenheit nicht absaugen lieB, wurde 
es in Ather aufgenommen, die atherische Lésung mit Natrium- 
sulfat getrocknet und verdampft. Der Atherriickstand lieB sich 





1) 12, Mitteilung, Diese Zs. Bd, 161, S. 178 (1926). 
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aus Methylalkohol und Aceton umkrystallisieren und ergab so 
das Reinprodukt mit einem Schmelzpunkt von 154—155° in 
einer Ausbeute von 2,6 g, was 40°/, der Theorie entspricht. 
Der neue Korper ist léslich in Methyl-, Athylalkohol, Ather, 
Aceton, Essigester, Benzol, Chloroform; unléslich in Ligroin. 


4,880 mg Substanz gaben 14,080 mg CO,, 3,040 mg H,O. 


4415 mg __,, "5, 12,770 mg CO,, 2,720 mg H,O. 
C,,H.,0,N Ber. C 78,999, ° Gef. 78,66, 78,89, 
» H 6,58 », 6,97 6,89 

4,340 mg Substanz gaben 0,210 cem N (755 mm, 180°) 

5,575 mg is “4 0,176 cem N (755 mm, 18°). 
C,,H,,0,N Ber. N 4,89°/, Gef. 4,49, 489°/,. 


Einwirkung von Benzoylchlorid auf Phenylserinphenylaminol. 


(Darstellung des 3-Oxy-3-phenyl-2-benzoylamino-1 ,1-diphenyl- 
propanols-(1)). 

750 mg Aminol wurden in etwa 70 ccm Benzol gelést, 
dazu 8g Atznatron in 50 ccm Wasser gelést gegeben und 
3,2 g Benzoylchlorid tropfenweise unter kriftigem Turbinieren 
hinzugefiigt. Die Gesamtdauer der Benzoylierung betrug 
3 Stunden. Hierauf wurde das Benzol abgetrennt, mit Salz- 
siure, Natronlauge, Wasser gewaschen und schlieBlich ver- 
dampft. Es hinterblieb ein hellgelbes, zahflissiges Ol, das mit 
heiBem Methylalkohol aufgenommen und durch Zusatz von 
Wasser als schmutzigweiBe Substanz gefallt wurde. Diese 
wurde mehrmals aus Methylalkohol umkrystallisiert, bis ein 
konstanter Schmelzpunkt von 174,5° erhalten wurde. Die 
neue Substanz ist maBig léslich in Methyl-Athylalkohol, Aceton, 
Essigester, EKisessig, Benzol, unléslich dagegen in Petrolather 
und Wasser. 


5,040 mg Substanz gaben 14,815 mg CO,, 2,750 mg H,O. 


4,995 mg - » 14,670 mg CO,, 2,630 mg H,O. 
C,,H,,;0,N Ber. C 79,46°, Gef. 80,17°/,, 80,11°/, 
» H 5,91 » 6,10 5,89 
7,440 mg Substanz gaben 0,202 cem N (747 mm, 21%). 
4,610 mg - » 0,183 ecm N (747 mm, 20°). 
C,,H,,0,N Ber. N 2,38°/, Gef. 3,10 38,30°/,. 
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Einwirkung von Benzylmagnesiumbromid auf Phenylserinester- 
chlorhydrat. 
(Darstellung des 3-Oxy-3-phenyl-2-amino-1,1-dibenzyl- 
propanols-(1)). 





| H H iH A OH. Coll 
OC, 1 I. : oo > acl a C CH,C,H; ae 
OW NH, OH NH, OH 


Aus 7,9 g Magnesiumspinen und 62,8 g Benzylbromid 
wurde das Grignardreagens wie iiblich bereitet, 10 g Esterchlor- 
hydrat portionsweise eingetragen und das Gemisch noch etwa 
1 Stunde am RiickfluB am Sieden erhalten. SchheBlich wurden 
mit eisgekiihlter verdiinnter Salzsiiure zersetzt. Es fiel in ge- 
ringer Menge eine weiBe Masse aus, die nach positiver Beil- 
steinprobe als Aminolchlorhydrat ausgesprochen wurde. Die 
von diesem Kérper getrennte Zersetzungsfliissigkeit leB beim 
Neutralisieren mit Ammoniak noch Rohaminol ausfallen. Es 
wurde in Ather aufgenommen. Der Atherriickstand — ein 
rotbraunes Ol — wurde in Athylalkohol gelist. Durch Ver- 
diinnen mit Wasser fiel Aminol, das nach mehrmaligen Um- 
krystallisieren den konstanten Schmelzpunkt von 126,5° zeigte. 
Die Ausbeute betrug nur 1,8 g, was etwa 13°/, der Theorie 
entspricht. Der neue Kérper ist léslich in Methyl-, Athyl- 
alkohol, Ather, Aceton, Essigester, Benzol, Chloroform; un- 
léshch in Ligroin und Wasser. 

4,398 mg Substanz gaben 12,840 mg CQ,, 2,940 mg H,0. 


5,040 mg ms » 14,690 mg CO,, 3,370 mg H,0O. 
C,,H,,0.N Ber. C 79,53°, H 17,20, 
Gef. ,, 79,60 1» 7,48 
79,60 yy 7526. 
3,920 mg Substanz gaben 0,141 cem N (740 mm, 20°). 
3,980 mg m a 0,144 ecm N (749 mm, 20°). 
C,,H,,0,N Ber. N 4,03°, Gef. N 4,05, 4,07°/,. 


Das Aminolchlorhydrat lie8 sich immer etwas teigig 
und nicht analysenrein gewinnen. Der Rohschmelzpunkt lag 
bei 115°. Dagegen lieB sich miihelos aus dem Chlorhydrat 
durch Lésen in Alkohol und Ausfallen mit Ammoniak reines 
Aminol vom Schmelzpunkt 126° darstellen. 








— 
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Verhalten des 3-Oxy-3-phenyl-2-amino-1, 1-dibenzyl- 

propanols(1) gegen Mineralsaure. 

200 mg Aminol wurden mit 30 ccm 12°/, iger Salzsiure 
ohne Zusatz von Alkohol am RiickfluB gekocht. Nach zwei- 
einhalbstiindigem Krhitzen begann sich ein weiBer Kérper aus- 
zuscheiden. Im Verlauf einer weiteren Stunde Erhitzen ver- 
dichtete sich die Ausscheidung immer mehr. Die Masse wurde 
abgesaugt und aus Alkohol krystallisiert. Der Schmelzpunkt 
lag bei 112° Mischschmelzpunkt mit dem friither dargestellten 
Aminochlorhydrat 113°. Des weiteren wurde die Substanz 
durch Uberfiihrung in Aminol identifiziert. Das salzsaure 
Filtrat der Zersetzung wurde ausgeiithert, der Ather hinterlieB 
nach dem ‘Trocknen und Verdampfen keinerlei Riickstand. 


Verhalten des 3-Oxy-3-phenyl-2-amino-1, 1-diphenyl- 

propanols(1) gegen Alkali. 

600 mg Aminol wurden mit 20 ccm 20°/,iger Natron- 
lauge unter Zusatz von 10 ccm 96°/, igen Alkohols 3 Stunden 
am RiickfluB erhitzt. Auf Zusatz von Wasser fielen weife 
Massen aus, die sich durch Schmelzpunkt und Mischschmelz- 
punkt als Ausgangsmaterial erwiesen. Sie wurden in Ather 
aufgenommen. Die Mutterlauge wurde ausgeithert, den ver- 
einigten itherischen Lésungen wurde mit Salzsaiure das Aminol 
entzogen. Atherriickstand minimal. In einem zweiten Ver- 
such wurden 0,5 g Aminol mit 30 ccm 20°/,iger Natronlauge 
und 10 ccm Alkohol 5?/, Stunden am Riickflu8 gekocht. Uber 
Nacht schied sich wieder krystalline Substanz vom Schmelz- 
punkt 154° aus. Die dem vorigen Versuch analoge Autf- 
arbeitung ergab ebenfalls kemen Anhalt fiir eine Spaltung. 


Verhalten des 3-Oxy-3-phenyl-2-amino-1, 1-dibenzyi- 

propanol-(1)-5 gegen Alkali. 

200 mg Aminol wurden mit 20 ccm 15°), iger Natronlauge 
und 20 ccm 96°/,igen Alkohols 31/, Stunden am RiickfluB er- 
hitzt. Hierauf wurde ausgeiithert und der Ather mit Salz- 
siure gewaschen, um etwa noch vorhandenes unveriandertes 
Aminol zu entfernen. Aus dem von der Salzsiure abgetrennten 


5* 











68  Bettzieche u. Menger, Einwirkung von Grignardreagens usw. 


Ather schied sich im Verlauf von etwa !/, Stunde ein Krystall- 
gemisch aus, das abfiltriert, sorgfailtig gewaschen und ge- 
trocknet wurde. Es ergab eine positive Beilsteinprobe. Die 
Substanz zeigte einen Schmelzpunkt von 115°, und der mit 
Aminolchlorhydrat angestellte Mischschmelzpunkt wurde nicht 
deprimiert. Nach Verdampfen des Filtratithers hinterblieb 
kein Riickstand. Aus der von der obigen Salzsaurewaschung 
des Athers abgetrennten salzsauren Schicht wurden durch Ver- 
setzen mit Ammoniak weitere Mengen unverainderten Aminols 
erhalten, dessen Identifizierung durch Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt gelang. 








Uber die Einwirkung von Grignardreagens auf Aminosduren. 
14, Mitteilung. 
Alkalispaltung der Aminoalkohole. 


Von 


Fritz Bettzieehe. 


Aus dem Plhysiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig 


Der Redaktion zugegangen am 1’. September 1927. 


In der VI. Mitteilung') war iiber die Spaltung der Amino- 
alkohole in Keton und Amin durch Erhitzen mit Alkali be- 
richtet worden und gezeigt, dab es sich um eine reine Tem- 
peraturspaltung handelt. Die Ausbeuten von Keton betrugen 
beim Erhbitzen mit Wasser im Bombenrohr 60—80°/, der 
Theorie. Die Amine waren nicht quantitativ isoliert worden. 
Ich habe die Reaktion nun genauer studiert und speziell die 
Herkunft des in geringer Menge auitretenden Ammoniaks aut- 
geklart. Es handelt sich um eine Nebenreaktion, die unter 
gewissen Umstinden (Konstitution, Versuchsbedingungen) sich 
deutlich bemerkbar macht. Sie beruht darauf, daB unter der 
Kinwirkung des Alkali und der hohen Temperatur Wasser ab- 
gespalten wird und so dieselbe Spaltung eintritt, wie sie bei 
Phenylderivaten durch Erhitzen mit Mineralsiituren hervor- 


serufen wird. 


HR’ . R’ 
R—C——C<_ —->» R—C—C¢ __ + NH, . 

| R | HR 

NH, OH QO 


') Diese Zs. Bd. 150, S. 191 (1926). 
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Die Hauptreaktion verlauft, wie anfangs ausgefiihrt: 


HH O® He i 
R - at aad — + cea a 
NH, OH - NH, 

So sind also einerseits Ammoniak und Amin, andererseits 
zwei Ketone zu trennen. 

Es wurden wiederum Spaltungen mit Wasser und mit 
Alkali im Bombenrohr angesetzt. In erster Versuchsreihe 
konnte Ammoniak niemals in gréBeren Mengen nachgewiesen 
werden, als es der Fehlergrenze der Methode entspricht. 
Wahrend die Spaltung in Amin und Keton nur durch die 
Temperatur bedingt wird, ist zur Ammoniakspaltung das Al- 
kali nétig. Welche Rolle es dabei spielt, 14B8t sich noch nicht 
sagen. 








Spaltungen in 2n-Natronlauge, 5 Stunden. 
ary eo 
“Got Ben © 
~ om oon >) : 
= f | a5 >| 32 GefaBte Ketone in °/, 
o ome ofed RE r ° . 
wanes & | 2e8o om der Theorie 
= ta = 
o & ™ o S_o 
a ‘3s aco” 
Glykokollphenyl . .]| 160°] 98,4 0,5 Benzophenon 86°), 


Glykokollbenzyl . .}220°]| 98,9 0,3 Dibenzylketon 68°), 
Benzophenon 90°/, 


laninphenyl ....{190°| 99,6 0,9 
Ainnienpaany ’ 6 ? eben 0,5), 


Benzophenon 77°/, 
Triphenylithanon 0,92 °,, 

) Benzoesiiure 0,66 °/, 
Diphenylmethan in Spuren 


Phenylaminoessig- 
siiurephenyl ...|130°] 99,1 1,8 





\ 


Phenylaminoessig- 














siiurebenzy] 160°] 97.8 0.7 Dibenzylketon 70°, 
ee ae _ : Dibenzylacetophenon 0,6 "/, 
Leucinphenyl. . . .1190°! 97,9 0,4 Benzophenon 88 °/, 


Die Trennung des Ammoniaks vom Amin gelingt leicht 
nach der Methede von Erdmann,') Sie beruht darauf, dab 
Ammoniak und Amin zuerst gemeinsam titriert werden. Dann 
wird ersteres durch eine alkalische Quecksilberoxydsuspension 





*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 8, S. 41—55 (1910); Chem. Zbl. 1910, IT, 
S. 760. 
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absorbiert und im Filtrat der Amingehalt bestimmt, durch 
Destillation und Titration. 

Die Trennung der Ketone war schwierig und gelang nu 
durch miihsame Fraktionierung und Umkrystallisation der 
freien Ketone und ihrer Oxime bzw. Hydrazone. 

Was das Verhiltnis zwischen Ammoniak und Amin- 
spaltung bei den einzelnen Aminolen anbetrifft, so scheint es 
parallel der Siéurespaltung zu gehen. Aminoalkohole, die 
gegentiber Mineralsiuren bestiindig sind, ergaben wenig oder 
kein Ammoniak. Dabei gibt es bemerkenswerte Ausnahmen. 
Die Alkalispaltung des Glykokollphenylaminols z. B., das durch 
Mineralsiure binnen wenigen Minuten gespalten wird, ergab 
einen recht geringen Ammoniakwert. 








Uber die Addition von Halogen an Hamin. 


14. Mitteilung tiber den Chemismus der Porphyrin- 
bildung. 


Von 


William Kiister und Hermann Bosch. 


Aus dem Laboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie der Technischen 
Hochschule Stuttgart. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 17, September 1927,) 


Die bisher vorliegenden Versuche, einen Einblick in den 
Chemismus der Porphyrinbildung aus dem Hiaimin dadurch zu 
erhalten, daB die Spaltung mit Kisessiz—Bromwasserstoff nach 
der Addition von Halogen ausgefiihrt wurde, waren mit einem 
aus Kisessighiimin hergestellten Dimethyl(chlor bzw. brom)- 
himin ausgefiihrt worden. Auf Grund von Uberlegungen, die 
im AnschluB an die bei der Aboxydation des erhaltenen Chlor- 
brom- bzw. Dibromhimatoporphyrins eriibrigten Resultate an- 
gestellt worden waren’), wurde nun darauf hingewiesen. daB dem 
Hisessighimin mit groBer Wahrscheinlichkeit eine andere Konsti- 
tution zuerteilt werden miisse als dem daraus hervorgehenden 
Dimethylhimin. Nur im letzteren liegt danach ein Stoff mit 
zwel veresterten Carboxylen vor, wie schon daraus folgte, daB 
die Aboxydation fast zwei Mole Himatinsiiureester ergeben 
hatte.’) | 

Die vier Sauerstoffatome des Eisessighimins selbst wurden 
dagegen als in einem Carboxyl und in einem Lacton vor- 
liegend angenommen, das zwischen einem zweiten Carboxyl 
und einer Oxyvinylgruppe sich gebildet hatte. Bei der Her- 


') W. Kiister und K. Schlayer, Diese Zs. Bd. 168, S. 294 (1927) 
) W. Kiister, Ber, d. D. Chem. Ges. Bd. 45, S. 2503 (1912). 
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stellung des Dimethylhiimins muBte also eine Umformung ein- 
getreten sein, die dadurch hervorgerufen wurde, da8 das Hiimin 
zunichst in Pyridin—Chloroform gelést werden muBte, ehe die 
Veresterung mit Methylalkohol und Salzsiiure erreicht wurde, 
was bisher auf eine Lésung von betainartigen Bindungen zuriick- 
gefiihrt worden war. Das Vorliegen dieser letzteren war auch 
dafiir verantwortlich gemacht worden, daf Diazomethan stets : 
nur eine geringfiigige Methylierung des in Chloroform oder 
Aceton suspendierten Kisessighimins herbeigefiihrt hatte. Es 
war nun yon Wichtigkeit, die neue Vorstellung iiber die Kon- 
stitution des Kisessighimins durch das Verhalten des letzteren 
gegeniiber Halogenen auf ihre Stichhaltigkeit zu priifen, da. 
wenn sie zutraf, eine anders verlaufende EKinwirkung der Ha- 
logene als bei Verwendung des Esters zu erwarten war. Dies 
konnte auch tatsachlich festgestellt werden, wenn auch die 
Schwierigkeiten, die sich fiir das Experiment durch die Schwer- 
léslichkeit des Himins ergaben, einer volligen Klairung des 
Vorgangs bis jetzt noch hindernd im Wege standen.  Vor- 
versuche in Liésung von Pyridin- oder Chinin-Chlorotorm er- 
gaben zwar zunichst, daB das Eisessighimin Brom zu addieren 
imstande war, doch wurden sie verlassen, weil ja auch hier 
eine Base verwendet worden war, die auf das Hamin ver- 
‘indernd eingewirkt haben konnte, ganz abgesehen davon, dab 
beide Basen selbst mit dem Halogen reagierten, eine Trennung 
der Reaktionsprodukte schwierig war und auBerdem von einer 
Dosierung des Halogens in bezug auf das Hamin keine Rede 
sein konnte. So mute in Chloroformsuspension gearbeitet 
werden, wobei sich bei Verwendung von Eisessig(¢hlor)himin 
und Brom zeigte, daB von der eingesetzten Menge des ersteren 
etwa die Hilfte in Lisung gegangen war, nachdem die vier 
Atomen Brom entsprechende Menge des Halogens zugegeben 
worden war. 

Das aus der Liésung gefillte Produkt enthielt dann etwas 
mehr als drei Atome Brom, doch waren beinahe 75°/, des Chlors 
durch Brom verdriingt worden, so daf also auBer der Addition 
von zwei Atomen Brom nur geringfiigige Substitution oder 
Addition an der Radikalstelle stattgefunden haben konnte, die 
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aber doch bereits insofern einen KinfluB gehabt hatte, als der 
charakteristische Streifen im Rot des Spektrums nur noch 
schwach vorhanden war. Das Brom hatte sich danach allem 
Anschein nach dem Himin gegeniiber anders verhalten als 
gegen seinen Kister, der ja glatt zwei Atome Brom addiert, 
allerdings in Lésung von Chloroform. Noch deutlicher trat das 
verschiedene Verhalten von Hiimin und seinem Ester zutage, 
als mit Chlor gearbeitet wurde. Von 2 g in Chloroform suspen- 
dierten Himins gingen nur 0,3 g in Lésung, nachdem eine 
zwei Atomen Chlor entsprechende Menge des Halogens, in 
Chloroform gelést, zugegeben worden war, wihrend der Rest 
sich als unveriindertes Hiimin erwies.!) Die kleine in Reaktion 
getretene Hiaminmenge hatte aber unter Entwicklung von 
Chlorwasserstoff 3—4 Atome Chlor aufgenommen, das Eisen 
war bereits zum Teil entfernt worden und lieB sich durch 
Schiitteln der atherischen Lésung mit Wasser und Salzsiiure 
vollstandig entziehen, das charakteristische Haminspektrum 
war nicht mehr vorhanden. 

Weitere Versuche wurden nun mit dem Gemisch an- 
gestellt, das bei der Einwirkung von Anilin auf Eisessighimin 
entsteht. Diese Base hat offenbar eine andere Wirkung auf 
das Hamin als Pyridin, denn eine Loésung des Hamins in 
Pyridin zeigt bekanntlich ein himochromogenartiges Spektrum, 
wihrend die Lésung in Anilin ein Himatinspektrum aufweist. 
Ks war nun nach der bisher geltenden Vorstellung angenommen 
worden, da8.bei der Einwirkung von Anilin teils eine Ab- 
spaltung von Chlorwasserstoff zwischen der Chlorferrigruppe 
und dem Wasserstoff des einen oder des anderen Carboxyls 
stattfindet, so da& entweder das Eisensalz einer Carbonsiiure 
ein O-De(hydrochlorid)himin oder bei Reaktion in der Betain- 
form ein N-(Dehydrochlorid)himin (—COON< Fe<) sich ge- 
bildet hatte, gemischt mit einem Hydroxyhiimin, entstanden 
durch Ersatz des Chlors am Eisen durch Hydroxyl. Zeigten 
doch die bei der Analyse erhaltenen Werte gewdhnlich einen 





) Bei der Kinwirkung von Brom hatte dagegen auch der nicht in 
Lésung gegangene Teil des Hiimins etwas Brom addiert. 
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etwa 65,3°/, entsprechenden Gehalt an Kohlenstoff, der zwischen 
dem fir ein De(hydrochlorid)himin (66,5°/,) und dem fiir ein 
Hydroxyhiimin (64,6°/,) berechneten lag. Nach der neuen Vor- 
stellung konnten sich die geschilderten Vorgiinge zuniichst nur 
mit dem einen Carboxyl abgespielt haben, es war die Frage 
zu lésen, wie sich die Lactongruppe dem Anilin gegeniiber 
verhalten hatte. Es wurde nun festgestellt, daB das durch 
Fillung der Anilinlésung des Haimins durch verdiinnte Essig- 
siure hergestelite Priiparat nach Wegwaschen des Anilins, 
Trocknen im Vakuum und nach einer Atherextraktion wiederum 
eine auf das erwihnte Gemisch hinweisende Zusammensetzung 
aufwies. Im Gegensatz zu einer friiheren Beobachtung liste 
es sich aber in Eisessig nur zum Teil und der unlésliche Teil 
(etwa 75°/,) zeigte annaihernd die Zusammensetzung eines 
De(hydrochlorid)hamins, so daB wahrscheinlich der Eisessig 
wasserentziehend gewirkt hatte.!) Das Rohprodukt lieB sich 
ferner durch Lésen in methylalkoholischer Kalilauge und Ein- 
tragen der Lésung in Hisessig im krystallisierten Zustand er- 
halten, und zwar in kleinen Nidelchen, deren Analyse ebenfalls 
zur Formel C,,H,,O,N,Fe fiihrte. 


29° 4° 

Vielleicht ist es identisch mit dem von A. Hamsik?) be- 
schriebenen Hydroxyhiiminanhydrid, das zum Vergleich her- 
gestellt wurde, aber aus durch Alkohol koaguliertem Blut- 
kérperbrei, der chlorfrei gewaschen war, durch eine Extraktion 
mit Alkohol, der 2°/, Oxalsiiure enthielt, Konzentration des 
Auszugs und Fiallung mit Wasser. 

Die Bromierung des rohen De(hydrochlorid)hamins, das 
sich in ein Chlor- und in ein Bromhimin iiberfiihren lief 
und aus der kochenden Lésung in Methylalkohol und _ ver- 
diinnter Schwefelsiiure als dimethyliertes Bromhimin gefallt 
wurde, das bei der Behandlung mit Soda rasch 50°/, seines 


1) Bei friiheren Versuchen [diese Zs. Bd. 40, 8. 408 (1904)] wurde 
ein Ansteigen der Kohlenstoffgehalts nach einer Extraktion mit Aceton 
festgestellt. Es ist anzunehmen, daf auch hierbei cine Wegnahme von 
Wasser erfolgt ist. 


*) Diese Z. Bd. 138, 8. 173 (1924). 
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Halogens abgab, wurde nun zuniichst in der durch wenig ver- 
diinnte Schwefelsiiure angesiuerten alkoholischen Lésung des- 
selben vorgenommen. Dabei wurde ein Praparat erhalten, das 
neben etwas Chlor 29,23°/, Brom enthielt. . Es waren also 
etwa drei Atome Brom eingetreten, von denen zwei addiert 
sein diirften, wahrend das dritte wohl als am Eisen befindlich 
anzunehmen ist. Kine genaue Untersuchung steht noch aus. 
Die Leichtléslichkeit des Additionsproduktes in Chloroform 
tiihrte niimlich zu dem Versuch, auch hier die Bromierung 
in Suspension von Chloroform zu erreichen, um einen Vergleich 
mit dem Verlauf der Reaktion beim Himin selbst anstellen 
zu kénunen. Es zeigte sich dann, daB die Umsetzung des 
Halogens sowohl mit dem in Eisessig unlislichen Teil des 
rohen De(hydrochlorid)himins, wie mit dem Rohprodukt selbst 
durchaus anders verlief wie mit dem Himin, insofern, als 
jetzt die ganze Menge nach Eintragen der auf 4 Atome Brom 
berechneten Menge des Halogens in Loésung gegangen war, 
wobei sich geringe Bromwasserstoffentwicklung beobachten lieB. 
Das durch Petrolither aus der Chloroformlésung  gefiallte 
Produkt krystallisierte aus Eisessig nur undeutlich, wies in 
Chloroformlésung ein Spektrum auf, wie es beim Dibrom- 
dimethyl(brom)himin beobachtet worden war, und gab bei der 
Analyse Werte, wie sie ein Dibrom(brom)himin C,,H,,0,N,FeBr, 
erfordern. Durch Einwirkung von Bromwasserstoff—Kisessig 
und nachfolgende Behandlung mit Methylalkohol wurde dann 
auch mit guter Ausbeute derselbe Dibromhiimatoporphyrin- 
dimethylither erhalten, der sich aus dem Dibromdimethy](brom)- 
hiimin herstellen liBt. Beim Kochen des Dibrom(brom) hamins 
mit Methylalkohol wurde ein Bromatom durch Methoxy] ersetzt. 
Der hierbei entstandene Bromwasserstoff geniigte, um auBerdem 
auch noch das eine Carboxyl zu verestern, und der erhaltene 
Stoff war dann in 5°/, iger Sodalésung bei Zimmertemperatur 
unléslich geworden. Bei der EKinwirkung von Diazomethan 
trat endlich eine wenn auch nicht ganz vollstindige Dimethy- 
lerung bei etwa 55°/, der eingesetzten Menge ein, und eines 
der Methyle wurde bei der Einwirkung von Zinkacetat unter 
Bildung eimes Zinksalzes verseilt, also ein Verhalten beob- 
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achtet, das dem des Dimethylithers des Haimatoporphyrins 
durchaus entspricht. 

Hs ist nun nicht zu bestreiten, daB eine Erklirung fir all 
diese Beobachtungen auf Schwierigkeiten stéBt, dadurch be- 
dingt, daB in dem nach der Kinwirkung von Anilin vor- 
liegendem Produkt ein Gemisch verschiedener Stoffe ent- 
halten ist. Zunichst erscheint aber sicher, daB auch die 
schwache Base Anilin eine Umformung des Hiaiminmolekiils 
bedingt, was mit der Annahme einer Lactonbindung zwischen 
einem Carboxyl und einer Oxyvinylgruppe sehr wohl im Ein- 
klang steht. Wird ferner auf die von W. Kiister vertretene 
Ansicht zuriickgegriffen, wonach im Hiimin ein Radikal vor- 
liegt, so bietet die folgende Deutung der beobachteten Vor- 
singe vielleicht geeignete Anhaltspunkte fiir die weitere Ver- 
folgung der komplizierten Verhiltnisse. Im Eisessighimin, 
das ja keine ungesiattigte Natur im Sinne eines Radikals auf- 
weist, liegt ein Doppelmolekiil vor, das unter der dissoziieren- 
den Wirkung des Pyridins einen Zerfall in die Radikal- 
molekiile erleidet.') Die Radikalnatur bedingt dann auch be- 
reits die Neigung des Hisens, in den Ferrozustand tiberzugehen, 
was sich durch das himochromogenartige Spektrum anzeigt 
und chemisch mit einer Abwanderung des durch das Pyridin 
an der Chlorferrigruppe erzeugten Pyridiniumrestes 


| >Fe - NC.H. \ 


| 


zur Radikalstelle erklirlich ist. Die durchaus anders geartete 
Wirkung des <Anilins diirfte nun darin bestehen, daf das 
Doppelmolekiil unter Anlagerung je eines Wasserstoffatoms 
zerfallt, daB also das Anilin eine reduzierende Wirkung aus- 
iibt, was angenommen werden darf, da das Anilin selbst hierbei 
zum Dianilinochinonanil oxydiert wird.?) AuBerdem lagert sich 
das Anilin 4hnlich dem Pyridin in die Chlorferrigruppe und 
in die Lactongruppe ein, so daf es, wenn die Anilinlésung 


} 





1) H. Fischer und A. Hahn fanden in Pyridinlésung ein ein- 
faches Molgewicht fiir das Hiimin. Chem. Ber. Bd. 46, 5. 2308 (1913). 
2) Chem. Ber. Bd. 43, 8. 2962 (1910). 
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in verdiinnte Essigsiure eingetragen wird, zur Bildung des 
Carboxyls und der freien Oxyvinylgruppe kommt. Es ent- 
steht also intermediir ein Stofi mit sechs Atomen Sauerstoff, 
da auch am Eisen ein Hydroxyl auftritt, das nun aber mit 
dem neuen Carboxyl unter Wasseraustritt reagiert.‘) Ferner 
aber muB wenigstens bei einem Teil der Molekeln ein Wasser- 
austritt zwischen der Oxyvinylgruppe und der zweiten Seiten- 
kette erfolgen, damit die Anordnung entsteht, wie sie im 
Dimethylester des Eisessighimins vorliegend als héchstwahr- 
scheinlich abgeleitet worden ist.*) Dieser Teil reagiert dann 
mit zwei Atomen Brom im gleichen Sinne wie der Ester, so 
daB sich schlieBlich der gleiche Dibromhimatoporphyrin- 
dimethylither aus beiden Stoffen bildet. Der Teil, welcher 
die Oxyvinylgruppe noch. enthilt, wird das Brom nur an der 
Vinylseitenkette addieren, dann aber wird die freie Oxyviny]- 
gruppe, im Gegensatz zu der in der Lactonform gebundenen’®), 
mit zwei Molekeln Bromwasserstoff reagieren in der Weise, 
daB sich zuerst —CHBr—CH,OH bildet, worauf Veresterung 
zu CHBr—CH,Br @rfolgt, so da dieselbe Anordnung in den 
Seitenketten wie beim ersten Teil herauskommt. 

Das dritte bei der EKinwirkung von Brom auf das durch 
Anilin hervorgebrachte Rea’ © _ produkt unter Substitution ver- 
brauchte Bromatom diirfte den an der Radikalstelle angelagerten 
Wasserstoff wieder weggenommen haben, worauf der entstandene 
Bromwasserstoff die Carboxyl—Hisenbindung unter Bildung eines 
Bromhimins wieder trennen konnte. Wenn nun Diazomethan 
etwas mehr als die Hilfte des dibromierten Bromhimins zwei- 
fach methylierte, und zwar in der Weise, daB das eine Methyl 
in der Oxyvinylgruppe eingetreten war, so kann hier nur der 


') Es muB noch unentschieden bleiben, ob nicht auch, wenigstens 
teilweise, das Oxyvinyl an Stelle des Carboxyls reagiert. 

”) Vel. Diese Zs. Bd. 168, 8. 294 (1927). 

*) Diese reagiert mit einem Molekiil Bromwasserstoft unter Uber- 
fihrung der Seitenkette in CH=CHBr, an welcher Gruppe die An 
lagerung eines zweiten Molekiils Bromwasserstofi nicht erfolgt. Viel- 
leicht reagiert auch der freie Acetylenrest mit zwei Molekeln Brom- 
wasserstoff: —C=-CH —-> CBr=>CH, ——> CHBr—CH,Br. 
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Teil des Priparates betroffen worden sein, bei dem die Oxy- 
vinylgruppe noch frei- vorhanden war, bei_dem also die An- 
lagerung von Brom an der zweiten Seitenkette, dem Vinyl, er- 
folgt war. Hiermit steht im Kinklang, daB sich das eine an- 
gelagerte Bromatom beim Kochen mit Methylalkohol durch 
Methoxyl ersetzen lieB. Daraus, daB hierbei nur ein Carboxyl 
verestert wurde, wie denn auch bei der Diazomethaneinwirkung 
nur ein Carboxyl betroffen wurde, geht endlich hervor, dab 
sich das zweite Carboxyl in einer recht festen Betainbindung 
befinden muB. Sie ist im Hisessighimin bereits vorhanden 
und im vorliegenden Fall bei der Kinwirkung von Anilin nicht 
betroffen worden, da sich allem Anschein nach nur ein 
Q-De(hydrochlorid\himin gebildet hatte, das, wie erwihnt, in 
saurer Lésung der Dimethylierung zuginglich war. 

Wird nun die Lactonnatur des Hiimins, welche iibrigens 
auch das Vorhandensein von drei aktiven Wasserstoffatomen ') 
ausreichend erklirt, als gesichert angesehen, so wiirde die Um- 
scheidung des Himins darin bestehen, daB nach Loésung der 
Lactonbindung durch eine der verwendeten Basen beim Hin- 
tragen der entstandenen Salzlésung in KEisessig eine Riick- 
bildung des Lactons erfolgt.. Reim Eintragen der Pyridin- 
Chloroformlésung in das siedende Methylalkohol—Salzsiure- 
gemisch findet aber Veresteruugy beider Carboxyle statt und 
die Oxyvinylgruppe spaltet entweder aus sich selbst Wasser 
ab oder sie reagiert in der schon erwihnten Weise mit der 
zweiten Seitenkette. Von Wichtigkeit wird das Verhalten des 
Stoffgemenges sein, das sich nach dem Lésen von Himin in 
Pyridin nach Zeriegung des hier gebildeten Salzes durch ver- 
diinnte Essigsiiure bildet, da dem Pyridin ja eine andere 
Wirkung auf das Hiimin als dem Anilin zugesprochen werden 
mug. Kntsprechende Untersuchungen sind in Aussicht ge- 
nommen, wie denn auch die Bildung des Himatins unter dem 
Kinflu8 von Natronlauge einer erneuten Bearbeitung unter- 
zogen werden soll. 


') H. Fischer und J. Postowsky, Diese Zs. Bd. 152, S. 300 (1926); 
R. Kuhn, Chem. Ber. 60, S$. 1151 (1927). 
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Von Wichtigkeit wird endlich die Feststellung werden, ob 
ein De(hydrochlorid)himin mit dem Hydroxyhiminanhydrid 
von Hamsik sich als identisch erweisen wird. Da letzteres 
direkt aus dem Blut hergestellt wird, muB die Frage, in 
welcher Form die prosthetische Gruppe im Himoglobin auf- 
tritt, hierdurch eine Beleuchtung erfahren. Es steht auch zu 
hoffen, daB die Untersuchung der nach der Methode von 
Morner dargestellten Himine hierfiir weitere Aufklirung bringt, 
da mit Sicherheit feststeht, daB das Kisessighimin nicht nur 
in bezug auf seinen Chlorgehalt, sondern auch in bezug auf 
seine Konstitution im organischen Teil bereits ein Kunst- 
produkt vorsfellt. 


Experimenteiler Teil. 
I. Darstellung der Ausgangsstoffe. 
1. Darstellung von Eisessigchlorhimin. 


Das fiir die nachfolgenden Untersuchungen niétige Chlor- 
himin wurde aus dem Blut nach Angabe 2—3jahriger Ochsen 
nach der Kisessigmethode Schalfejeffs hergestellt. Die Aus- 
beute betrug bis zu 4,8 g pro Liter Blut. 

28,76 mg Substanz (i. V.) gaben 6,364 mg AgCl und 3,524 mg Fe,Q,. 

C,,H,.0,N,FeCl (648,74) Ber. 5,479/, Cl —8,61°/, Fe 

Gef. 5,47 8,57 


2. Darstellung von Hydroxyhiminanhydrid 
nach Hamsik.') 

Je 1 Liter defibriniertes Ochsenblut wurde 2 Stunden 
zentrifugiert, dann wurde vom iiberstehenden Serum abgegossen 
und der erhaltene dickfliissige Blutkérperchenbrei in 96°/, igen 
Athylalkohol eingetragen; die Koagulation erfolgte sofort und 
volistiindig. Nach dem Abpressen mit der Fruchtpresse hinter- 
blieb ein schén blutrote Farbe zeigender Blutkuchen, der 
nach mehrmaligem Dekantieren mit destilliertem Wasser 
schlieBlich keine Chlorionen mehr abgab. Jetzt wurde noch 
einmal mit wenig Alkohol abgepreBt und dann mit 2 Liter 
95°/,igem Alkohol, der 2°/, Oxalsiure enthielt, 2—3 Stunden 


') Diese Zs. Bd. 133, S. 173 (1924). 
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lang ausgezogen. Dann wurde durch Leinwand koliert und 
das Koagulum scharf abgepreBt. Der filtrierte Auszug wurde 
auf 3—4 Liter mit 95°/,igem Alkohol verdiinnt und in Por- 
tionen zu 1 Liter in die 1,6fache Menge siedenden Wassers 
gegossen und noch einige Zeit im Sieden erhalten. Nach dem 
Stehen iiber Nacht wurde die wenig gefiirbte Mutterlauge ab- 
gegossen, der Niederschlag filtriert, mit heifem Wasser, dann 
mit Alkohol gewaschen, und schlieBlich mit Ather oateslalead: 

Ausbeute 3,8 g eines dunkelbraun bis schwarzbraunen 
Pulvers aus 1 Liter Blut. Unter dem Mikroskop zeigten sich 
sehr kleine, scheinbar in Gruppen zusammenhingende Kry- 
stalle, die in Wasser, Ather, Alkohol und Chloroform un- 
léslich, sehr schwer ldslich in Eisessig waren und _ sich 
langsam mit 5°/,iger Soda lésten. 

Die groBe Menge an Alkohol ist notwendig, um deutliche 
Krystalle zu erzielen; zur Ersparung desselben bei weiteren 
Versuchen wurde die Hauptmenge des alkoholischen Auszugs 
aus 1 Liter Blut auf etwa 100 ccm abdestilliert, worauf 

Liter destillierten Wasser eingetragen wurde, wobei der 
Harbstoff kolloid ausfiel. Durch Aussalzen mit Natriumacetat, 
unter Krwirmen zum Sieden, konnte er quantitativ als braun- 
schwarzes Pulver gewonnen werden. 


a des Rohproduktes. 


54,638 mg Substanz (i. V. 105°) gaben 0,276 mg AgCl=0,i2°/, Chlor. 
74,081 mg s . » 1059 , O406lme ,, =0,14,, 


Kine Athylbestimmung verlief negativ. 


Zur Analyse wurde noch 1 g des durch Aussalzen er- 
haltenen Produkts nach der von A. Hamsik angegebenen 
Methode umkrystallisiert: Die Substanz wird sehr fein pulve- 
risiert, in 100 ccm methylalkoholischer Kalilauge (100: 2,5 com 
30°/,ige KOH) in der Kialte gelést, das Filtrat in 120 ccm 
Kisessig eingetragen, die Loésung mit 150 ccm siedendem 
destilliertem Wasce versetzt und das Gemisch noch eine Weile 
im Sieden erhalten. Nach 2 Stunden wird von der Mutter- 
lauge abgegossen, filtriert, mit Wasser, Alkohol und Ather 
gewaschen, im Vakuum und bei't05° getrocknet. Die Lés- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXII. 6 
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lichkeitsverhiltnisse hatten sich gegeniiber dem Rohprodukt 
nicht geindert. 


0,0625 g Substanz (i. V. 105°) gaben 0,1527 g CO, und 0,0266 g H,0. 

57,48 mg ne ( , 105° ,, 0,327mg AgCl. 

61,957 mg __,, ( ,, 105°) , 0,297mg AgCl und 7,981 mg 
Fe,Q,. 


C,,H,,0,N,Fe (613,28) 
Ber. 66,55°/, C 4,779, H 9,12°/, Fe 0,00°/, Chior 
Gef. 66,65 4,76 9,01 0,14 u. 0,12. 


Nach dem Ausfall der Analysen und den Kigenschaften 
zu schlieBen, wiire also auch auf dem etwas abgeinderten 
Wege das Hydroxyhiminanhydrid von A. Hamsik herstellbar. 


3. Darstellung von De(hydrochlorid)eisessighimin. 


Zur Darstellung dieses Priparates wurde von dem unter 
1. 1 beschriebenen Eisessig(chlor)hamin ausgegangen. Durch 
Behandlung mit Anilin') wurde ein braunviolettes amorphes 
Pulver erhalten. Ausbeute 80—85°/,. al 
0,15472 g Substanz (i. V. 105°) gaben 0,3704 g CO, u. 0,06871 g H,O. 
64,773 mg Ss (, 4% - 1,301 mg AgCl. 
Gef. 65,31°/, C 4,97 °/, H 0,50 °/, Cl. 


a) Zur Riickverwandlung in ein Chlorhaimin wurde 1 g 
mit 20 ccm Chloroform und 1g Chinin geschiittelt und der 
beim Filtrieren gebliebene kleine Riickstand mit Chloroform 
vollends gelést. Das Filtrat wurde in 140 ccm KEisessig 
(+ NaCl) bei 110° eingetragen. Ausbeute 0,8 g an teilweise 
zu Biischeln verwachsenen, ziemlich kleinen Teichmannschen 
Krystallen. Unldslich in angesiuertem Alkohol. 

90,810 mg Substanz (i. V.) gaben 19,463 mg AgCl. 

Ber. 5,46°/, Cl Gef. 5,30°/, Cl. 


b) Das unter den entsprechenden Bedingungen in schén 
ausgebildeten ''eichmannschen Krystallen erhaitene Kisessig- 
(brom)hiimin lie® bei der Bestimmung des Bromgehalts zu 
wiinschen iibrig. 


') Diese Zs. Bd. 40, 8. 408 (1904). 
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88,65 mg Substanz (i. V.) gaben 23,592 mg AgBr und AgCl = 
18,469 mg AgCl. 
Ber. 11,51°/, Br Gef. 10,39°/, Br 0,54 °/, Cl. 


c) 0,9 g wurden in 80 ccm Methylalkohol und 10 Tropfen 
verdiinnter Schwefelsiure gelést und 1/, Stunde im Sieden ge- 
halten. Nach dem Fallen mit 48°/,iger Bromwasserstoffsiure 
wurde nach 24 Stunden filtriert, die Mutterlauge mit Methyl- 
alkohol verdrangt, dann SO,’ und Br’ frei gewaschen und ge- 
trocknet. Amorphes Pulver, léslich in Chloroform, Aceton 
und Benzol. In Methylalkohol schwer léslich. Eine Kry- 
stallisation konnte nicht erreicht werden. Die Analyse deutet 
auf ein dimethyliertes Bromhimin. 

67,413 mg Substanz (i. V.) gaben 17,00 mg AgBr. 


6,45 mg . ‘4 ‘i 3,987 mg AgJ (Zeisel). 
Cy.H,,0,N,FeBr Ber. 11,06 °/, Br 4,16°/, CH, 
Gef. 10,73 3.95. 


a) Kine gewogene Menge des Praparats wurde mit 5°/,- 
iger Sodalésung bei Zimmertemperatur 30 Stunden geschiittelt, 
wobei nur Spuren des Farbstoffs gelést wurden. Nach dem 
Filtrieren und Ansiuern des Filtrats mit Salpetersiure wurden 
sie ausgefallt und konnten abfiltriert werden. Bereits bei der 
zweiten Wiederholung dieses Verfahrens entstand im salpeter- 
sauren Filtrat mit Silbernitrat keine Fallung mehr. 

250,45 mg Substanz (i. V.), 150 cem 5°/,ige Soda: 31,64 mg AgBr, 
entsprechend 5,38°/, Br. 

Das Priiparat hat also etwa die Hialfte seines Bromgehalts 
verloren. Das Resultat’ steht mit dem von H. Osterlin!) ge- 
machten Befund in Ubereinstimmung. 

Wie schon eingangs erwihnt, waren die hergestellten 
De(hydrochloridjhimine in Eisessig nur zum geringen ‘eile 
lislich, Um einen Anhaltspunkt zu gewinnen, wurden 6 g 
rohes Produkt 2 Stunden lang mit 200 ccm Eisessig in einem 
Rundkolben (durch den ein Steigrohr gefiithrt war) auf dem 
Babotrichter zum Sieden erhitzt. Nach dem Absaugen und 
Auswaschen mit siedendem Eisessig blieben 4,6 g ungelést = 


1) Diese Zs. Bd. 136. S. 283 (1924). 
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etwa 75°/,. Das in Eisessig unldsliche Produkt ist ein braun- 
schwarzes Pulver, allmahlich léslich in 5°/,iger Soda_ ber 
Zimmertemperatur. 
0,1490 g Substanz (i. V. 105°) gaben 0,360 g CO, u. 0,0611 g H,O 
45,891 mg ss ( , 105°) ,, 00,4222 mg AgCl. 
Demnach liegt ein fast reines De(hydrochlorid)himin vor. 
C,,H..0,N,Fe (613,28) Ber. 66,559/, ©  4,77°/, H 
Gef. 65,91 4,59 0,23°/, Cl 
1 g dieses in Hisessig unldslichen Produkts wurde noch 
einer Umkrystallisation mit methylalkoholischer Kalilauge unter- 
worfen. Der entstandene Niederschlag wurde filtriert, mut 
heiBem Wasser, Alkohol und Ather erschépfend gewaschen, 
und im Vakuum bei 105° getrocknet. Ausbeute 0,85 g. AuBer- 
ordentlich kleine, in sternférmigen Aggregaten angeordnete 
Krystalle. Léslich in 5°/,iger Soda. 
0,1314 g Substanz (i. V. 105°) gaben 0,31978 g CO, und 0,5487 ¢ 
H,O (34,658 mg liefern keine wiigbare Menge AgCl mehr). 
C,,H,,0,N,Fe (613,28) Ber. 66.55°/, C a7), B 
Gef. 66,39 4,67. 


If. Anlagerung von Brom an unveresterte Hamine. 
A. An De(hydrochlorid)himin. 

a) 4g rohes De(hydrochloridjhamin wurden in 100 cen 
Alkohol, der 10 Tropfen verdiinnte Schwefelsiure enthielt, bei 
etwa 60° gelést; nach dem Filtrieren von einem ziemlichen 
Riickstand (1,2 g) wurden nach dem Abkiihlen 2,1 g Brom = 
etwa 4 Atome, ebenfalls in Alkohol gelést, zugegeben und 
4 Stunden geschiittelt. Die Lésung wurde nun, um eine Ver- 
esterung bei héherer Temperatur durch Alkohol—Schwefelsiure 
sicher zu vermeiden, im Vakuum zur Trockne destilliert, wobei 
iiberschiissiges Brom mit iiberging. Der Riickstand wurde in 
wenig Chloroform aufgenommen, mit Petrolither gefallt und 
nachgewaschen. Ausbeute 2,5g eines schwarzbraunen Kérpers, 
leicht léslich in Chloroform, Kisessig, Methylalkohol; schwerer 
in Ather; im frischen Zustand léslich in 5°/,iger Soda bei 
Zimmertemperatur. 
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35,362 mg Substanz (i. V.) gaben 25,399 mg AgCl+ AgBr= 19,646 mg 
AgC)] und 3,265 mg Fe,O,. 
C,,H,,0,N,FeBr, (854,05) 
Ber. 28,07°/, Br 6,54°/, Fe 
Gef. 29,23 6,46 0,78°/, Cl. 

Bei dem Praparat muB es sich um ein Dibrom(brom)hamin 
handeln, das infolge geringfiigig eingetretener Substitution einen 
zit hohen Bromgehalt aufweist. Durch eine negativ verlaufene 
Zeisel-Bestimmung wurde festgestellt, daB eine Veresterung 
nicht eingetreten war. 

Spektrum in Chloroform: 

I]. 620—624; II. 585—555:; III. Max. 505. 


oaleotenmenien tililicmeniammenetl 


stark undeutlich 





Bemerkenswert ist, da® die Léslichkeit in Soda mit dem 
Alter des Produktes abnimmt. Das Spektrum in Sodalésung 
zeigt zwei Streifen mit dem Maximum bei 590 und 560. Nach 
Zusatz eines Tropfens Hydrazin erscheint rasch das Hamo- 
chromogenspektrum: 520—540 und 550—570 

Bei langem Stehen mit Pyridin erscheint schlieblich ein, 
dem eben fiir das Hiimochromogen angegebenen ihnliches 
Spektrum. Nach Zusatz eines Tropfens des Reduktionsmittels 
wird es eindeutig. 


Kinwirkung von Diazomethan. 
| g wurde in 50 ccm Chloroform gelést; hierauf le man 
aus 2,5 ccm Nitrosomethylurethan im UherschuB entwickeltes 
iazomethan einwirken, wobei Gasentwicklung beobachtet wurde. 
Die Fliissigkeit wurde gréBtenteils abdestilliert, der Rest in 
100 com Petroliither eingetragen und das erhaltene schwarz- 
braune Produkt filtriert. Eine Reduktion durch Diazomethan 
war offenbar nicht eingetreten, denn das Spektrum war un- 
verindert geblieben. Die Ausbeute betrug 0,8 g. 


34,393 mg Substanz (i, VY.) gaben 22,053 mg AgBr. 


10,299 mg ” 4 ,” 4,712 mg AgJ (Zeisel). 
Gef. 27,29°/, Br —-2,93. 9, CH,. 


Leider war versiiumt worden auf etwa noch vorhandenes Chlor 
zu priifen, was den Bromgehalt noch veriindern kénnte; jedoch 





- : 


Sb William Kiister und Hermann Bosch, 


fallt dies nicht so sehr ins Gewicht, weil ja kein einheitlicher 
Kérper erhalten werden konnte. 

b) Es wurde ein De(hydrochlorid)himin verwendet, das 
zuvor in der bereits beschriebenen Art mit EKisessig behandelt 
worden war, aus dem hierin unldslichen Teil bestand und 
0,2—0,3°/, Cl enthielt. Die Einwirkung von Brom erfolgte 
zunichst in der Kalte unter 2stiindigem Schiitteln; spiter 
wurden die Bromierungen zur Erreichung einer gesteigerten 
Ausbeute in der Wiairme durchgefiihrt. 

4g¢ wurden in 250 ccm Chloroform aufgeschlammt und 
auf dem Wasserbade in gelindem Kochen erhalten. Nach 
'/, Stunde, wihrend der langsam aus einem Tropftrichter 
2 ¢ Br (etwa 4 Atome) zugetropft waren, wurde filtriert, wobei 
kaum ein Riickstand blieb. Nach dem Verdunsten des gréBten 
Teiles des Chloroforms wurde mit Petrolither gefallt, ab- 
gesaugt, mit dem Fillungsmittel nachgewaschen und im Vakuum 
getrocknet. Ausbeute 5,1 g eines rotbraunen Pulvers, leicht 
léslich in allen iiblichen Solventien, schwerer in Ather, lang- 
sam ldslich in 5°/,iger Soda bei Zimmertemperatur. Aus Kis- 
essig war keine deutliche Krystallisation zu erhalten (spindel- 


artig). 
0,15559 g Substanz (i, V.) gaben 0,27056 g CO, u. 0,056113 g H,O 
29,255 mg ~ & , 19,476 mg AgBr und AgCl 


14,864 mg AgCl. 
70,250 mg Substanz (i. V.) gaben 6,497 mg Fe,O,. 
7,468 mg . os » 0,45 cem N (19°, 748 mm). 
(Der geringe Chlorgehalt des Ausgangsproduktes war demnach bis 
auf nicht exakt bestimmbare Mengen AgCl zuriickgedringt worden.) 
C,,H,,0,N,FeBr, (854,05) 
Ber. 47,79°/, C 354°, H 656°, N 28,07°, Br 6,549), Fe 
Gef. 47,44 4,03 6,93 28,32 6,47 


Nachweis des bei der Reaktion entstandenen 
Bromwasserstoffs. 


1 g Farbstoff wurde in 50 ccm Chloroform suspendiert; 
wihrend nun ein langsamer Strom von reiner getrockneter 
Luft durch das Reaktionsgefaif8 und eine Vorlage mit rotem 
Phosphor in eine saipetersaure Silbernitratlésung gesaugt wurde, 





% 
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tropfte langsam aus einem Tropftrichter die berechnete Menge 
Bromlésung zu. Nach einiger Zeit zeigte die klare Silber- 
nitratlésung eine deutliche Triibung, die sich bei gelinder Er- 
wirmung des Reaktionskolbens verstiirkte. 


Spektrum in Chloroform: 





I. 618—638; II. 585—550; Ii. Ill. 500—515. 
oe oe” 
stark schwicher 


Ab 450 tritt Verdunkelung ein. 

Spektrum in 5°/,iger Sodalésung und in Pyridin analog 
wie unter II. a) angegeben; ebenso erzeugt Hydrazin das Hiimo- 
chromogenspektrum. Das Priparat ist nach seinem spektralen 
Verhalten, sowie nach seinen Lésungseigenschaften identisch 
mit dem vorhin in alkoholisch-saurer Lésung bromierten Produkt. 


a) Verhalten gegen kochenden Methylalkohol. 

0,5 g Dibrom(brom)himin wurden in 80 ccm absolutem 
Methylalkohol gelést und 1 Stunde lang am RiickfluBkiihler 
gekocht. Hierbei trat saure Reaktion auf. Nach dem Ab- 
destillieren des Methylalkohols wurde der Riickstand in Ather 
gelést, die Lésung filtriert und mit Petrolither gefallt. Die 
Analyse des in einer Ausbeute von 0,4 g erhaltenen Nieder- 
schlags zeigte, da& etwa 1 Bromatom durch Methoxyl ersetzt 
war; in Gegenwart von Methylalkohol geniigte aber der wahrend 
der Reaktion entstandene Bromwasserstoff, um auBerdem noch 
das eine Carboxyl zu verestern. Das Priparat war unléslich 
in 5°/,iger Soda bei Zimmertemperatur. 

11,348 mg Substanz (i. V.) gaben 6,027 mg AgJ (Zeise)). 


13,142 mg ™ i » 6,167 mg AgBr. 
C,,.H,,0,N,FeBr, (819,18) Ber. 3,67°/, CH, 19,51 °/, Br 
Gef. 3,40 19,97 


3) Kinwirkung von Diazomethan. 

1 g wurde, in 50 ccm Chloroform gelést, mit iiberschiissigem 
Diazomethan behandelt, wobei Gasentwicklung eintrat. Nach 
dem Fallen mit Petrolither wurde das dunkelbraune Produkt 
im Vakuum getrocknet. Eine Reduktion war auch hier bei 
gleichbleibendem Spektrum nicht eingetreten. Ausbeute 0,55 g. 
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33,741 mg Substanz (i. V.) gaben 20,720 mg AgBr. 


9,135 mg is ™ » 4,011 mg AgJ (Zeisel). 
C,,.H,,0;N,FeBr, (900,11) Ber. 26,64 °/, Br 3,34 °/, CH, 
Gef. 26,13 2,81 


wonach also fast Dimethylierung eingetreten ist. 


Das eine Methyl konnte sich nach der neuen Vorstellung 
in der einen ungesittigten Seitenkette befinden. Es wurde 
deshalb versucht, dieses Methyl mit Zinkacetat zu verseifen. 


1 g wurde in 80 ccm Methylalkohol gelést, 30 ccm einer 
°/,igen Zinkacetat—Methylalkohollésung zugegeben und 1/, Std. 
am RiickfluBkihler gekocht, um auch den Austausch eines 
Bromatoms gegen Methoxyl zu erreichen. Nach dem Erkalten 
und Stehenlassen iiber Nacht hatte sich ein Niederschlag nicht 
gebildet; deshalb wurde durch Zugabe von 25 ccm Wasser 
gefillt, wobei fast véllige Entfarbung der Lésung eintrat. Der 
filtrierte Niederschlag wurde abfiltriert, mit Wasser erschépfend 
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Ausbeute 10 g eines 
feinen, schwarzen Pulvers. 
9,811 mg Substanz (i. V.) gaben 5,133 mg AgJ (Zeisell). 


33,878 mg - » 8,104 mg Fe,O, und 1,88 mg ZnO. 
(Beim Abrauchen ek HNO, und Glithen blieben 5,010 mg Asche.) 


55,462 mg Substanz (i. V.) gaben 22,70 mg AgBr und 4,636 mg Fe,0, 
und 2,208 mg ZnO. 

War tatsiichlich ein Zinksalz entstanden, so mu8ten 2 Mol Farb- 
stoff mit einem Molekiil Zn zusammengetreten sein: 

(C5,H,,0gN,FeBr,),: Zn (1737,7) 
Ber. 3,46°/, CH, 6,43 °/, Fe 3,76 °/, Zn 18,40 °/, Br 
Gef. 3,35 6,41 4,46 — 
. 6,66 3,64 17,42 
Spektrum in Chloroform: 


2 Streifen mit Maximum bei 560 und 590, 


Die durch die Analyse erhaltenen Werte diirften beweisen, 
daB sich in der Tat ein Zinksalz gebildet hat, und zwar unter 
Verseifung eines Methyls, die aber durch die eingetretene Ver- 
tauschung eines Bromatoms mit der Gruppe --OCH, in bezug 
auf die Methylzahl ausgeglichen ist. 
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B. Anlagerung von Brom an Eisessig(chlor)hamin. 

2g reines Kisessig(chlor)himin wurden in der schon be- 
schriebenen Weise mit einer etwa 3 Atome Brom entsprechen- 
den Brommenge behandelt, wobei Entwicklung von Brom- 
wasserstoff bemerkbar war. Nach 1 Stunde wurde filtriert und 
der Rickstand mit heifem Chloroform, bis dasselbe méglichst 
ungefarbt blieb, ausgewaschen. Durch Fillung mit Petrolather 
wurden 1,1 g eines rotbraunen Pulvers erhalten, das in 5 °/,iger 
Soda beim Stehen léslich war. Ungelést blieben ebenfalls etwa 
1,1 g, uuBerlich noch Krystallform zeigendes Himin. 


Analyse des in Lésung gegangenen, mit Petrolather 
sefillten Produktes. 

43,130 mg Substanz (i. V.) gaben 32,267mg AgBr und AgCl = 

25,428mg AgCl., 
C,,H,,0,N,FeBr, (854,05) Ber. 28,07 °/, Br 
Gef. 28,49 °/, + 1,56 °/, Cl. 
Das Produkt zeigte dasselbe Spektrum wie das aus dem 
> 

De(hydrochlorid)himin gewonnene Dibrom(brom)himin mit dem 
Unterschied, daB der Streifen 620—640 sehr blaB erschien. 
Das Chlor am Eisen war zum gréberen Teil durch Brom 
ersetzt. 


Analyse des ungelést gebliebenen Teils. 
Das Produkt war noch einen lag mit Chloroform und 
ebenso mit Wasser geschiittelt worden. 
57,291 mg Substanz (i. V.) gaben 19,836 mg AgCl und AgBr = 


17,544 mg AgCl. 
Gef. 7,19°/, Br und 4,39°/, Cl. 


c) Anlagerung von Brom an das Hydroxyhamin- 
anhydrid. 

1 g umkrystallisiertes Hydroxyhaiminanhydrid (0,1—0,2°/, Cl) 
wurde in der schon beschriebenen Weise mit der entsprechen- 
den Brommenge in der Wiirme behandelt. Der gesamte Farb- 
stoff ging glatt in Lésung. Ausbeute nahezu quantitativ. Rot- 
braunes Pulver. Langsam léslich in 5°/,iger Soda. 
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45,971 mg Substanz (i. V.) gaben 31,585 mg AgBr und AgCl = 

24,17 mg AgCl und 4,209 mg Fe,O,. 
C,,H,,0,N,FeBr, Ber. 28,07, Br 6,54 °/, Fe 
Gef. 28,97 6,40 und Spuren von Cl. 

Das Hydroxyhiminanhydrid bildet d4s beste Ausgangs- 
material zur Herstellung des Bromanlagerungsproduktes, ein- 
mal der guten Ausbeute wegen und weil es direkt aus dem 
Blut hergestellt werden kann. 

Ks hat den Anschein, als sei das erhaltene Dibrom(brom)- 
himin nach seinen mit dem aus dem De(hydrochlorid)himin 
gewonnenen Additionsprodukt iibereinstimmenden Kigenschaften 
und dem spektroskopischen Befund mit dem letzteren identisch. 


III. Darstellung eines Porphyrins aus dem Dibrom(brom)hamin. 


Als Ausgangsprodukt wurde das durch Anlagerung von 
Brom an das De(hydrochlorid)jhimin erhaltene Priparat ver- 


wendet. all 


Dibromhimatoporphyrindimethylather. 

5g wurden nach der gegebenen Vorschrift) mit Brom- 
wasserstofi—Eisessig (s=1,46) 2 Tage lang geschiittelt; hierbei 
trat vollstiindige Lésung ein. Dann wurde im Vakuum (50-60") 
vom Bromwasserstoff—Eisessig bis zur Staubtrockne des Riick- 
standes destilliert. Der gut gepulverte Riickstand ging beim 
Erwirmen mit 200ccm absolutem Methylalkohol (3 Sidn., 50°) 
vollstindig in Lésung. Zu der methylalkoholischen Lésang 
wurden nun 2?/, Liter Ather gegeben und der iitherischen Li- 
sung durch Ausschiitteln mit Wasser das Eisenbromid und 
der Methylalkohol entzogen, wobei nur unwesentliche Mengen 
eines noch eisenhaltigen Zwischenproduktes ausfielen. Das 
Porphyrin wurde der aitherischen Liésung, die von Ausgefalltem 
abfiltriert worden war, durch 12°/,ige Bromwasserstofisiure 
entzogen. Die bromwasserstofisaure Lésung blieb 5 Tage stehen 
und wurde dann nach dem annihernden Neuvtralisieren mit 
Natronlauge durch Natriumacetat gefallt. Ausbeute 3,2 g Roh- 





') Diese Zs. Bd. 136, 8. 239 (1924). 
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porphyrin. Zur Reinigung wurde mit absolutem Ather extra- 
hiert, wobei sich zu Beginn aus der iitherischen Lisung an 
den GefiBwinden Krystalle in Form von schmalen Blattchen 
zeigten. Der Farbstoff ist in Soda léslich; gut ldslich in 
Chloroform; wenig in Ather. 


64,451 mg Substanz (i. V.) gaben 30,230 mg AgBr. 


8,570 mg i i » 4,325 mg AgJ (Zeisel). 
11,41 mg ie ‘s » 0,71 eem N (19°, 747 mm). 
CgH,,0,N,Br, (784,38) Ber. 20,38°/, Br —3,83°/, CH, —-7,14"/, N 
Gef. 19,96 3,23 7,15 


Das Spektrum in Chlorotormlésung zeigt 4 starke Streifen: 
I. 490—520 = I. 528—535)~— sd. 565—572 ~—s'V.. 600—620. 

In itherischer Lésung: 

I, 488—515 I]. 525—538 Il. 563—575 IV. 608 —620. 

In essigsaurer Loésung: 

1, 550—580 Il. 600—608. 
Die Salzsiiurezahl wurde zu 5,7 bestimmt. 

Danach liegt der Dimethylather des Dibromhimatopor- 
phyrins vor. Der Stoff besaB keinen Schmelzpunkt. Das Pri- 
parat ist nach der Analyse vollkommen identisch mit dem Por- 
phyrin, das aus dem Dibromdimethyl(brom)himin dargestellt 
wurde. *) 

Komplexes Zinksalz. 


0,5g werden in 50ccm Methylalkohol gelést und 30 ccm 
|°/,ige Zinkacetat—Methylalkohollésung zugegeben; der iiber 
Nacht ausgefallene flockige Niederschlag wird abfiltriert, mit 
Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet. Ausbeute 0,5 g. 

Spektrum in Chloroform: 535—555, 565--575. ie 

12,459 mg Substanz (i. V.) gaben 1,191 mg ZnO durch direktes 
Glithen. 

C,,H,,0,N,Br.Zn (847,73) Ber. 7,71 °/, Zn 
Gef. 7,68 

Das Zinksalz ist leicht léslich in Eisessig, Methylalkohol, 

Chioroform und Soda; unléslich in Ather. 





1!) W. Kiister u. W. Heess, Chem. Ber. Bd. 58, 8S. 1026 (1925). 
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Komplexes Kupfersalz. 


0,4g werden in 20ccm Eisessig unter Erwarmen gelost, 
20ccm mit Kupferacetat gesittigter Kisessig zugegeben und 
im Vakuum stehen gelassen. Nach mehrstiindigem Stehen kry- 
stallisiert das Kupfersalz in sehr feinen Nidelchen. Léslich 
in Kisessig, Chloroform und Soda; unléslich in Methylalkohol 
und Ather. Ausbeute 0,21 g. 

29,01 mg Substanz (i. V.) gaben 2,737 mg CuO dureh direktes 
Gliihen. 

C,,H,,0,N,Br,Cu (845,89) Ber. 7,51 °/, Cu 
Get. 7,54 
Spektrum in Chloroform: 525—535, 555—570. 


IV. Einwirkung von Chlor auf unveresterte Hamine in Chloro- 
formsuspension. 
1. Einwirkung auf Eisessig(chlor)himin. 
Mit tiberschiissigem Chlor. 

5g Kisessig(chlorjhimin wurden in 150ccm Chloroform 
suspendiert und mit 3,3g Cl, welche Menge etwa 12 Atomen 
Chlor (auf das Himinmolekil berechnet) entspricht, versetzt. 
Nach zweistiindigem Schiitteln wurde das ohne Riickstand fil- 
trierte Lésungsmittel zum gréBeren Teil verdunstet, wobei sehr 
starke Chlorwasserstoffentwicklung beobachtet wurde, auch Chlor 
konnte am Geruch noch festgestellt werden. Die Losung wurde 
dann in 400 ccm Petrolither eingetragen, wobei fast vollstandige 
Fallung eintrat. Ausbeute 6,8 g. Das erhaltene Rohprodukt 
war von schwarzbrauner Farbe; in allen gebrauchlichen Lé- 
sungsmitteln léslich, Sehr langsam léslich in Soda. Die Lé- 
sung in Chloroform zeigt keinerlei Spektrum. 


45,947mg Substanz (i. V.) gaben 62,931 mg AgCl u. 2,708mg Fe,O, 
Ks wurden etwa 8 Atome Chlor aufgenommen. 


C3,H,,O,N,FeCl, (928,40) Ber. 34,30°/, Cl 6,00°/, Fe. 
Gef. 33,88 4,12 


His ist infolge des hohen Chlorgehaltes anzunehmen, dab 
eine Lockerung des Hisens eingetreten war, was bestiatigt wird 
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durch das Ergebnis der Analyse in bezug auf den EKisengehallt, 
insbesondere aber durch das Verhalten beim Behandeln mit 
destilliertem Wasser. 


Eine Probe der itherischen Lisung wurde mit destilliertem 
Wasser so lange durchgeschiittelt, bis die Reaktion auf Halogen 
negativ verlief; hierauf wurde die Hauptmenge des Athers ab- 
destilliert und der Farbstoff direkt mit Petrolither gefillt. 
Gelbbraunes Pulver, bei sehr langem Schiitteln in Soda léslich. 


51,409 mg Substanz (i. V.) gaben 49,280 mg AgCl u. 0,956mg Fe,O,. 


Gef. 22,71°/, Cl und 1,80°/, Fe. 


id 


Die Hauptmenge des Rohproduktes in Ather gelést. wurde 
zur ganzlichen Herausnahme des Eisens mit 10°/ iger Salz- 
siure und nachher mit destilliertem Wasser erschépfend aus- 
geschiittelt. Durch Fallen mit Petrolather wurden 5,3 ¢ eines 
griingelben Produktes erhalten, 

48,383 mg Substanz (i. V.) gaben 46,653 mg AgCl. 

6,813 mg . bs 0,42 ecm N (22°, 741 mm). 


Gef. 23,85°/, Cl und 6,95°', N. 


0 


Diese durch die Analyse ermittelten Werte entsprechen etwa 
5 Atomen Chlor pro Molekiil. 

Das Produkt gab weder bei der Kinwirkung von brom- 
wasserstoff—Eisessig, noch mit Jodwasserstofi—Eisessig nachweis- 
bare Porphyrinbildung. 


Mit bereechneten Chlormengen. 


Versuch 1. 2g Hisessig(chlorjhiimin wurden in 75 ccm 
Chloroform suspendiert und hierzu eine Loésung von 0,22¢ 
Chlor (2 Atome pro Himinmolekiil) in Chloroform wihrend 
einer Stunde tropfenweise zugegeben. Nach 2stiindigem Schiitteln 
wurde filtriert, mit Chloroform nachgewaschen und die ein- 
geengte Chloroformlésung mit Petrolither in der iiblichen Weise 
gefallt. Unléslich waren 1,7 ¢, gefallt wurden 0,3 ¢ graubraunes 
Produkt. Loslich in Alkohol, Ather und Chloroform. 

Die charakteristische ,, Himinlinie* 620—640 ist verschoben 
nach 590—606 und nur undeutlich abzulesen. 
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30,684mg Substanz (i. V.) gaben 25,192mg AgCl u. 2,5192mg Fe,O,. 


C,,H;,0,N,FeCl-Cl, (756,13) Ber. 18,76 °/, Cl 7,39 °/, Fe 
C,,H;.0,N,FeCl-Cl, (791,59) Ber, 22,40 7,05 
Gef. 20,31 5,74 


Nach der Analyse waren also zwischen 3 und 4 Atomen 
Chlor aufgenommen worden. Der zu niedrige Eisengehalt 
stimmt mit der Tatsache iiberein, da& das Eisen in seiner 
Bindung gelockert ist und bereits an Wasser teilweise als 
FeCl, abgegeben wird. Mit 10°/,iger Salzsiure gingen be- 
deutendere Mengen aus der itherischen Lésung. Mit der 
Annahme, daB im Himin selbst die eine Seitenkette sich im 
Innern ihres Pyrrolkernes befiinde, und so vor dem Zutritt 
des Halogens geschiitzt wire, blieben als Anlagerungsstellen 
die Methingruppen und insbesondere die Radikalstelle (Anderung 
der Farbe und des Spektrums). Analyse des bei der Chlor- 
behandlung anscheinend nicht angegriffenen Teils: 

Die nur mit Chloroform nachgewaschenen, als echte 'T’eich- 
mannsche Krystalle zuriickgebliebenen Krystalle gaben fol- 
gende Chlorbestimmung: 

110,45 mg Substanz (i. V.) gaben 26,946 mg AgCl. 

C,,H,,0,N,FeC! (649,75) Ber. 5,46°/, Cl Gef. 6,04°/, Cl. 

Der zu hohe Chlorgehalt rkiirte sich als eine Anlagerung 
von bei der Chlorierung gebildetem Chlorwasserstoff; Analyse 
des mit destilliertem Wasser behandelten Himins: 

52,040 mg Substanz (i. V.) gaben 11,706 mg AgCl, entspr. 5,56°/, Cl. 

Versuch 2. Mit denselben Mengen und unter gleichen 
Bedingungen wurden 0,35 g gefillt. Ungelést 1,5 g unver- 
indertes Hi&muin. 


Im gelésten Teil: 


Bei den Versuchen war also eine verschiedene Menge an 
Chlor aufgenommen worden; jedesmal hatte aber nur der 
kleinere Teil des Hiaimins mit dem Halogen unter Bildung 
eines héher chlorierten Produkts reagiert. 
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2, Kinwirkung von Chlor auf De(hydrochlorid)himin. 

2 g wurden in 75 ccm Chloroform suspendiert und hierzu 
eine Lisung, die 3 Atomen Chior pro Farbstoffmolekiil ent- 
sprach, langsam zugegeben, wobei geringe Entwicklung von 
Chlorwasserstoff eintrat. Nach 2 stiindigem Schiitteln wurde 
filtriert, mit Chloroform nachgewaschen und in _ bekannter 
Weise mit Petrolither gefillt. Ungelést bleiben 0,9 ¢. Ge- 
fillt wurden 1,0 g eines Produkts, das sich von dem ungelisten 
Teil, der braune Farbe aufwies, durch eine graubraune Ténung 
unterschied. 

Analyse des gelésten Teils: 

37,721 mg Substanz (i. V.) gaben 27,002 mg AgCl. 
©,,H,,0,N,FeCl, (720,67) Ber. 14,76), Cl Gef. 17,70), Cl 

Léslich in Alkohol, Chloroform, langsam in Soda. 


V. Die Oxydation des Dibrom(brom)hamins. 


Bei kleineren Vorversuchen, die mit einer Liésung des 
aus dem JDe(hydrochloridjhimin gewonnenen Djbrom(brom)- 
himins in EHssigsiure zu dem Zweck ausgefiihrt wurden, einen 
Anhaltspunkt iiber die zu der Oxydation notwendigen Sauer- 
stoffmengen zu gewinnen, wurde die Beobachtung gemacht, 
daB ein bromhaltiger Stoff erhalten werden konnte, der aus 
alkalischer Liésung in Ather iiberging. 

Vorversuch. ig des Bromids wurde in 50 ccm Kis- 
essig gelést und in gleichméBigen Abstiinden mit einer Lésung 
von 1,6 g CrO, (entsprechend 20 Atomen O auf das Molekil 
U.,H.,0O,N,FeBr, berechnet), in 19 ccm Eisessig gelést, versetzt. 
Die Zugabe erfolgte in Mengen von je 1 ccm (1 ccm also = 
2 Atome Sauerstofi), (vgl. nachfolgende Tabelle). 

Bei Verwendung yon 18 Atomen Sauerstoff wurde also 
ireie CrO, nachgewiesen. 

Diesem Ergebnis entsprechend wurden 5 g Dibrom(brom)- 
hiimin der Oxydation in essigsaurer Lisung unterworfen, indem 
die Lésung in 200 ccm Kisessig nach Zugabe von 7,1 g CrO, 
18 Atome) sofort im Vakuum bei 70° yollstindig abdestilliert 
wurde. Hierauf wurde der Riickstand in heiBem Wasser (es 
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Chromsiure Spektrum Biciacetstprobe aut 
unverbrauchte CrOQ, 
teem = 2At. |I. 618—638 II. 535—550 negativ 
Ill. 550—515 
+leenm= 4 At. Dasselbe ‘i 
+leen= 6 At. m “ 
+leem= 8 At. Streifen schwicher " 
+ 1 cem = 10 At. Streifen verschwunden ms 
+ 1cem = 12 At. * ss 
+ 1 ccm = 14 At. ” - 
+ 1ecm = 16 At. ‘ e positiv, nach 2 Stdn. 
negativ 
+1 ecem = 18 At. ‘i . positiv 


wurde fast alles gelést) aufgenommen; freie CrO, war nich’ 
mehr zugegen. Die wiBrige Lésung wurde nack Erkalte 
alkalisch gemacht und erschépfend mit Ather ausgeschiittel! 
Nach dem Waschen mit Wasser und Trocknen hinterlieB de 
Ather ein bernsteingelbes, nach der Kupferdrahtprobe Bron 
enthaltendes Ol (etwa 0,9 g), das aber, trotzdem es sich wochen- 
lang im Vakuum befand, nicht krystallisierte. Geringe Ansatz: 
von Krystallisation an den GefiBwianden (anscheinend Nidel- 
chen) konnte aus dem umschlieBenden Ol nicht isoliert werden 
Durch geeignete Behandlung mit Petrolather erfolgte Aus 
fillung als fast farbloser Stoff; nach dem AbgieBen de 
Fliissigkeit wurde die Substanz (selbst im Vakuum) wieder 6lig. 

Das dunkelgelbe, ziihfliissige Ol gab folgende Werte: 

156,13 mg Substanz (i. V.) gaben 54,443 mg AgBr. 

21,840 mg 7 * » 0,86 cem N (22°, 742 mm). 


Gef. 14,84°/, Br und 4,45°/, N 


Beim Erhitzen des Ols mit Soda wurde Ammoniak ab- 
gespalten, wodurch der Kérper sich als Imid charakterisierte. 
Leider war die vorhandene Menge an diesem Koérper dure! 
verschiedene Krystallisationsversuche aufgebraucht worden, so 
daB weitere Untersuchungen unterbleiben muBten. 

Die sodaalkalische Liésung, die an Ather nichts mehr 
abgab, wurde zur Vertreibung noch vorhandener Essigsiure. 
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und um alles Chrom in Chromisulfat zu iiberfiihren, auf dem 
Wasserbad mit 20°/, iger Schwefelsiure erwirmt; hierbei wurde 
ein harziges, schwarzes Produkt abgeschieden, von dem filtriert 
wurde. Unerwarteterweise zeigte die schwefelsaure Lisung 
ein Spektrum: 2 Streifen mit Maximum 590 und 550. 

Trotz des Vorversuchs, bei dem 18 Atome Sauerstoff zur 
Oxydation zu gentigen schienen, war dieselbe nur unvollstindig 
eingetreten; hierin mu8 der Grund des erhaltenen Spektrums 
erblickt werden. 

Die stark schwefelsaure Lisung wurde mit Ather aus- 
geschiittelt, der nach dem Trocknen einen fuBerst scharf 
riechenden Sirup hinterlie’, der schlieBlich nach Wochen im 
Vakuum erstarrte und aus Hiimatinsiiuren bestand. 
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Uber die Porphyrinbildung aus monoithylierten Haminen. 


15. Mitteilung itiber Porphyrine. 
Von 


William Kiister und R. Fleischmann. 


(Aus dem Laboratorium fiir organ. u, pharmaz. Chemie der Technischen Hochsehu!: 
Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1027. 


Was bisher iiber die Konstitution der prosthetischen 
Gruppe des Blutfarbstoffs, insbesondere iiber die Natur der 
ungesittigten Seitenketten bekannt geworden ist, wurde aus 
Untersuchungen iiber das Eisessighimin und iiber das aus 
ihm entstehende Dimethylderivat gefolgert. Das LEisessig- 
himin ist aber ein Kunstprodukt und diirfte sich in wesent- 
lichen Ziigen seiner Konstitution von dem Stoff unterscheiden, 
der als prosthetische Gruppe im Himoglobin enthalten ist, 
wie schon daraus hervorgeht, daB das Kisessighimin aus dem 
frischen Blut eines jeden Tieres dargestellt werden kann, 
wiihrend die nach der Methode von Zaleski-Merunowicz 
gewinnbaren nicht alkylierten Hiimiue in ihren Kigenschaften 
vom Hisessighiimin verschieden sind, aber auch untereinander 
abweichen, wenn sie dem Blut verschiedener Tiere entstammen. 
Doch diirfte in der prozentischen Zusammensetzung kein 
Unterschied bestehen, soweit dies aus den Untersuchungen im 
hiesigen Laboratorium gefolgert werden kann.') Es handelt 
sich vielmehr um isomere Stoffe, wie auch daraus hervorgeht, 


') Zaleski u. Merunowicz (Bull. de l’Académ. des sciences de 
Cracovie, Juli 1907, S. 637) finden zwar bei einigen Priparaten hoéhere 
Werte fiir den Kohlenstoff als der Formel C,,H,,O,N,FeCl entspricht, 
andererseits stellen sie doch die Uberfiihrbarkeit in Teichmannsche 
Krystalle, also in das Eisessighiimin fest. 
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dab eine Umwandlung der Modifikationen ineinander und 
schlieBlich in das Kisessighiimin erfolgen kann. So gelang 
7, B. die Uberfiihrung des in prachtvollen wiirfelformigen Kry- 
stallen auftretenden Bromhimins VB in ein echtes, in Teich- 
mannschen Formen krystallisierendes Bromhimin nach lin- 
gerer Aufbewahrung und nach Behandlung mit Methylithyl- 
keton.') Isomerie hegt auch bei alkylierten Himinen vor, wie 
sie nach Moérners Methode herstellbar sind, und sie ‘iuBert 
sich bei monoalkylierten Hiiminen, abgesehen von der Leicht- 
oder Schwerléslichkeit in Chloroform im Verhalten gegen cine 
)"/jige Sodaliésung bei Zimmertemperatur, in der die eine 
Modifikation léslich ist, andere Modifkationen dagegen nicht 
léslich sind, sich aber wieder dadurch unterscheiden, daB die 
eine das Halogen bei dieser Behandlung verliert, waihrend die 
andere nicht angegrifien wird. Unterschiede wurden ferner im 
Verhalten gegen Diazomethan festgestellt. Ein Monoithyl- 
bromjhimin konnte z. B. hierbei methyliert werden”), waihrend 
ein monomethyliertes Priparat kem Methyl aufnahm*) und 
vieder andere Priparate zur Haltte methyhert wurden.‘ 
Isomerie ist auch bei dimethylierten Hiiminen feststellbar, 
denn das aus Hisessighamin hervorgehende Dimethylhiimin ist 
verschieden von dem dimethylierten Himin, das sich manch- 
nal bei der Herstellung von Himin aus koaguliertem Blut 
mit Hilfe von Methylalkohol—Schwefelsaure und Fiallung des 
EXxtrakts mit Salzsiiure einstellt, und dieses diirfte wieder ab- 
weichen von dem dimethylierten Praparat, das sich aus dem 
Ussigsiurehimin auf dem Umweg iiber das Hydroxyhiimin 
bzw. De(hydrochlorid)himin durch Lésen desselben in mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure angesiiuertem Methylalkohol und Fallen 
der siedenden Lisung mit Salzsiure ergibt. Dabei enthalten 
also alle diese Priparate, soweit vollstindige Analysen vor- 
liegen, vier Atome Sauerstoff aut ein Atom Eisen, vier Atome 
Stickstofi und 84—36 Atome Kohlenstoff, so da8 bisher das 





1) Diese Zs. Bd. 91, 8. 147 (1914); Bd. 101, S.73 (1917). 

*) Diese Zs. Bd. 101, 8S. 29 (1917). 

*) Diese Zs. Bd. 101, 8.27 (1917), Frakt. A; a.a.O., 8.39 Frakt. Aa. 
4) Diese Zs. Bd. 101, S. 27 (1917), Frakt. B; a. a. O., S. 38. 


’ 
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Vorhandensein zweier Carboxyle in Betracht gezogen wurde, 
die denn auch in der prosthetischen Gruppe selbst vorhanden 
sein diirften, wie aus der Spaltung des Himoglobins mittels 
Diazomethan hervorgeht, wobei mindestens eine Dimethylie- 
lierung der prosthetischen Gruppe eintritt.') Nachdem nun 
aber fiir das EKisessighimin die Konstitution eines Lactons 
héchst wahrscheinlich gemacht worden war und die Porphyrin- 
spaltung nach Anlagerung von Halogen an Hamine wichtige 
Kinblicke in die verwickelten Verhiltnisse gegeben hatte, 
stand zu hoften, dai die Anwendung dieser Methoden auch 
die Isomerieverhiltnisse bei den alkylierten Himinen klaren, 
damit zugleich unsere Vorstellungen iiber die Natur der 
prosthetischen Gruppe im Hiamoglobin erweitern und in letzte: 
Linie AufschluB iiber die Verschiedenheit der Himoglobine 
selbst geben wiirde, auf welche das KEntstehen verschieden- 
artiger Himine bereits zuriickgefihrt worden war. 

In der vorliegenden Untersuchung ist nun mit der syste- 
matischen Durchdringung dieses ganzen Gebiets ein Anfang 
gemacht worden, indem an drei nach verschiedenen Methoder 
hergestellte Monoithyl(chlor)himine eine Anlagerung von Chlo: 
bewirkt und dann die Porphyrinspaltung vorgenommen wurde. 
Das erste dieser Himine2) wurde aus Blutkérpern bereitet. 
die dem Blut eines mit Rotz beimpften Pferdes entstammten. 
Ks war neben einem kaum alkylierten Hiimin in etwa gleichem 
Mengenverhiltnis entstanden, lieB sich durch seine Léslichkeit 
in Chloroform von diesem trennen, gab bei der Analyse aut 
die Formel C,,H,,O,N,FeCl stimmende Werte, wurde durch 
DPiazomethan nicht methyliert und war in 5°/iger Sodalésung 
bei Zimmertemperatur nicht ldslich, spaltete trotzdem aber 
beim einmaligen Digerieren mit dieser Sodalésung 70,9°/, des 


1) Kinmal wurde Trimethylierung beobachtet [Chemie der Zelle 
und Gewebe Bd. XIT, 8. 13 (1924)]. Hier handelte es sich um die Zerlegung 
eines Methiimoglobinpriiparates, das sich spontan aus Oxyhimoglobin 
gebildet hatte. Das dimethylierte Priiparat wurde aus Oxyhimoglobin 
erhalten {ebenda Bd. XIII, 8S. 74 (1926)}. 


1) Im experimentellen Teil als Hiimin Nr. I bezeichnet. 
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in ihm enthaltenen Chlors ab.') Dieses Mono&thyl/chlor)hiimin 
addierte nun in Chloroformlésung zwei Atome Chlor ohne eine 
Substitution zu erleiden, auch wenn drei Atome Chlor, geboten 
wurden, und gab dann bei der Spaltung mit Kisessig—Brom- 
wasserstofi in maBiger Ausbeute ein Porphyrin, das nur noch 
ein Atom Chlor, aber zwei iitherartige Methoxyle enthielt, von 
denen sich das eine durch Zinkacetat in der Weise verseifen 
lieB, daB das Zinksalz eines komplexen Uinksalzes entstand. 
Somit ist hier das eine Methoxyl in derselben Gruppe ent- 
halten wie im Himatoporphyrindimethylither und das neue 
Porphyrin, fiir das sich die Formel C,,H,,O,N,Cl ableiten 1aBt, 
kann als ein Monochlorhimatoporphyrindimethylither be- 
zeichnet werden.*) . Bei seinem Entstehen hat nun offenbar 
die Anlagerung von Chlor an ganz anderer Stelle wie beim 
Dichlordimethylester aus Hisessighiimin stattgefunden, hier 
addieren sich unter der Kinwirkung von Bromwasserstoft—His- 
essig noch zwei Molekeln Bromwasserstoff, wihrend beim 
Dichlormonoiithyl(chlor)himin nur ein Mol Bromwasserstoff ein- 
gewirkt haben kann, denn es liegt ja schlieBlich ein Himato- 
porphyrinderivat vor, also ein Stoff, der noch eine ungesittigte 
Seitenkette enthilt. So ist der SchluB gerechtfertigt, dab die 
Addition von Chlor an der Vinylgruppe des Hiimins erfolgt 
sein muB, wihrend die zweite Seitenkette in ihrer Lacton- 
bindung*) unberiihrt geblieben und erst durch einmalige Addi- 





1) Das Priiparat gleicht somit dem einen Teil desim 151. Band dieserZs. 
S. 79 beschriebenen Bromhiimins aus Stierblut, es ist ungleich dem S. 81 
aufgefiihrten Bromhimin aus Rindsblut und auch verschieden von dem Mono- 
ithyl(brom)himin aus Ochsenblut, das sich, wie in dieser Zs, Bd. 101, 8. 29 
(1917) angegeben ist, durch Diazomethan vollstandig monomethylieren lieb. 

*) Es liegt hier ein Substitutionsprodukt des Himatoporphyrins vor. 
Die bisher beschriebenen, als Himatoporphyrinderivate bezeichneten 
Porphyrine, der Dibrom- und der Chlor-bromhiimatoporphyrindimethyl- 
‘ither sind dagegen Additionsprodukte in bezug auf die Halogene. Da 
sie gesittigte Seitenketten enthalten, sollen sie kinftig als Mesopor- 
phyrinderivate bezeichnet werden, wobei vorausgesetzt wird, da das 
Mesoporphyrin zwei Athyle als Seitenketten enthiilt. 

3) Vielleicht ist diese vor der Anlagerung von Chlor dadureh ge- 
schiitzt, daB sie sich in einer durch ein Stickstoffatom vermittelten Briicken- 
bindung befindet, wie sie in den Bildern auf S. 103 angenommen ist. 


/ 
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tion von Bromwasserstoft dieselbe Aufspaltung erlitten hat, 
die sie auch erfahrt, wenn das Kisessighimin selbst mit Brom- 
wasserstoff—Kisessig behandelt wird. Der Ubergang des Mono- 
iithyl(chlor;/himins in das neue Porphyrinderivat, das auch als 
2,3,6, 7-Tetramethyl-1,8-dipropionsiiure-4-(6-methoxyvinyl)-5-(/- 
chlor-¢-methoxyithyl\porphin’) bezeichnet werden kann, 1labi 
sich im Bilde wie folgt (S. 103) skizzieren. 

Die sich abspielenden Vorginge kénnen endlich durch: 
folgende Gleichungen wiedergegeben werden: 

I C,,H,,0,N,FeCl + Cl, = C,,H,,0,N,FeCl, (1D 

II ©,,H,,0,N,FeCl + 4HBr = FeClBr, + C,H, Br + C,,H,,0,N,C1, Br(11! 
II C,,H,30,N,Cl,Br,+ 2CH,OH = HBr + HCl + ©,,H,90,N,Cl (LV), 
wozu noch bemerkt sei, daB bei II] zuniichst auch Vereste- 
rung des Porphyrins stattfindet, die aber durch die Uberfih- 
rung des Ksters in Bromwasserstofisiure wieder riickgingig 
gemacht wird. 

Man koénnte nun versucht sein anzunehmen, da schon 
die prosthetische Gruppe im Himoglobin eine diesem Mono- 
‘ithyl(chlor)himin entsprechende Konstitution, d. h. die Lacton- 
gruppe, aufwiese. DaB dem nicht so ist, folgt aus der schon 
erwihnten Moglichkeit, das Himoglobin durch Diazomethan zu 
spalten, wobei zum mindesten Dimethylierung stattfindet. In 
der prosthetischen Gruppe sind also die Carboxyle vorgebildet 
und so muB auch die Oxyvinylgruppe in ihr in einer Vorstufe 
enthalten sein, um dann bei der Sprengung des groben Mole- 
kills frei zu werden, worauf sie unter Austritt von Wasse: 
eine Umformung erleidet. Worin diese bestehen kann, soll in 
einer weiteren Abhandlung zu entwickeln versucht werden. 
Zur richtigen Beurteilung der Vorgiinge konnten aber auch 
friihere Beobachtungen beitragen, wonach die Aufarbeitung 
eines Blutkoagulums mit Methylalkohol—Schwefelsiure zu einem 
stiirker alkylierten Himinpriiparat zu fiihren pflegte, als wenn 
Athylalkohol—Schwefelsiiure benutzt worden war, und zwar 
auch dann, wenn das Blut ein und desselben Tieres verwendet 
wurde.*) Es erschien daher von Wichtigkeit, diese Beob- 


') H. Fischer, Liebigs Ann. der Chem. Bd, 452, 8S. 271 (1927). 
) Diese Zs. Bd. 136, S. 290—291 (192 4). 





103 


ten Hiiminen. 


1er 


bildung aus monoiathy! 


in 


er die Porphyr 


U 


ID | 


+ 
iL, 


- 


[] uod oddnasu0jder7] otp uv AGH UOA 
Sunsiesepuy sajan SunpyiquriaAqdi0g 


HOOO— 
NC 


“HO 
i) 
IGHO: 


i 


HN< 


HOO 90K, HOOO— 


UU Y(L0] Yd) [AYJVOUOUT-LOTY OIG] 


"HO—/?- -O "H°0000 
‘HOOD . , 
id =O i 


nN y ON \ 
“HO : HO—-O--N< 


£ pe OV 
’ is, ’ + ~ i a wo] | ' 
OO et GFF OY bie sei Go .- a =— - 


te) 


‘Loupe Ayyautp 
utAydrodozvmryr0;yoouo]\ 


HOO 9 HOOO— 


AT: 


(0°HO—HO—9—0K 


yt; \ 
HOO OH 


*HOOHO :HO—-0-—90 


"HO—/) 9 


*“HO=HO—) 9 


ig of )- n 


; | NH 
‘HO—-O0—9 


HN‘ 
HOOO— 


ULB Y (LOT Yd), AYVOUO IK 


Y 
J 


“H'0000— 
es 


JS». 


} 
; 


0: ee eG 


HO: HO—O0—-N< 


i 


“4 
9 9 OV 


(BH) on 
2 a I oe I 








104 William Kiister und R. Fleischmann, 


achtungen nochmals zu priifen und sie durch die Ermittelung 
des Teilvorgangs bei der Aufarbeitung des Blutes zu erweitern, 
bei dem ein unterschiedliches Verhalten gegeniiber dem Me- 
thyl- bzw. dem Athylalkohol bemerkbar wird. In dieser Hin- 
sicht wurde nun wiederum gefunden, daf die Methylierung 
weiter als die Athylierung gehen kann, indem aus demselben 
Blut zwar ein Dimethyl-, aber nur ein Monoithylhimin er- 
halten wurde wie itiblich nach dem Fallen des siedenden alko- 
holisch-schwefelsauren Auszugs mit Salzsiure. Abgesonderte 
Teile dieser Ausziige gaben aber vor der Fallung mit Salz- 
siure durch Eintragen in Wasser Niederschlige, die ein mono- 
methyliertes bzw. ein nicht alkyliertes Himin vorstellten. 
Somit scheint das unterschiedliche Verhalten gegeniiber den 
beiden Alkoholen bereits bei der Sprengung des koagulierten 
Himoglobins, also im Moment des Ubergangs desselben in 
Methimoglobin einzutreten, was im Sinne der in der vierten 
Abhandlung tiber individuelle Blutuntersuchungen?) gegebenen 
Ableitung bedeuten wiirde, daB zwar das Methyl in die prosthe- 
tische Gruppe eintreten, das Athyl aber zum Carboxylrest des 
Globins wandern wiirde. Das erscheint indessen unwabhr- 
scheinlich. Ks ist eher anzunehmen, daf in beiden Fillen 
Alkylierung der prosthetischen Gruppe stattfindet, daB aber 
dann die héhere Temperatur des siedenden Athylalkohols 
gegeniiber der des Methylalkohols geniigt, um eine Wieder- 
abspaltung von Athylalkohol herbeizufiihren.2) Da hierbei 
die Oxyvinylgruppe eine Rolle spielen muff, ist klar ersicht- 
lich, soll aber durch weitere Untersuchungen experimentell 
belegt werden. Beim Zusatz der Salzsiure findet dann die 
Alkylierung am zweiten Carboxyl statt. DaB die Vollstiindigkeit 
dieser Veresterung von einem weiteren Faktor abhiingt, und zwar 
mit héchster Wahrscheinlichkeit von dem noch vorhandenen 
Veresterungsgrad dieses Carboxyls mit einem Sterin, welcher 





') Diese Zs. Bd. 151, 8. 58—59 (1926). 

*) DaB beim Kochen von Hamatin mit salzsiiurehaltigem Methyl- 
alkohol eine Einlagerung und auch Wiederabspaltung von Methylalkoho! 
erfolgt, geht auch aus den Beobachtungen von O. Schumm hervor. 
Diese Zs. Bd. 168, S. 3 (1927). 





ws 


0} 


Uber die Porphyrinbildung aus monoiithylierten Hiiminen, 105 


Ester primiir im Himoglobin vorhanden ist und bei der Auf- 
arbeitung des Blutes allmihlich eine Spaltung erfaihrt, wurde 
des 6fteren schon betont. So war auch neben dem Mono- 
‘ithyl(chlor)hamin, mit dem nach Anlagerung von Chlor die 
Porphyrinspaltung durchgefiihrt wurde, ein in Chloroform un- 
lésliches, kaum ithyliertes Hiimin vorhanden, dessen Menge 
iiber 40°/, des Gesamthimins betrug, und bei der Ver- 
arbeitung derselben Blutkérper mit Methylalkohol—Schwefel- 
siiure resultierte nicht ein dimethyliertes Hiimin, sondern ein 
Priparat, das nur 3,1°/, CH, enthielit, aber vollstiindig in 
Chloroform léslich war und somit als eine Einheit an- 
gesprochen werden kann. Es fragt sich, ob die bisherige An- 
nahme, wonach eine salzartige Verbindung zwischen dem Di- 
methylderivat mit etwa 4°/, CH, als Base und dem Mono- 
methylderivat mit etwa 2°/, CH, als Siure zutreffend ist oder 
ob die so oft aufgefundene Methylzahl .3“ dahingehend zu 
deuten ist, daB hier, wie im Eisessighiimin ein Doppelmolekil 
vorliegt, in dessen einer Hilfte die Lactongruppe erhalten ist, 
so daB sie nur einen Monoester geben kann, wiithrend die 
andere Hilfte den Diester vorstellt, aus dessen Oxyvinylgruppe 
sich Wasser in irgendeiner Richtung abgespalten hat. Ks soll 
versucht werden, auch diese Fragen experimentell zu _ ent- 
scheiden. 

Ein zweites Monoitthyl(chlor)himin 4, ebenfalls aus Pferde- 
blut bereitet, wurde in Abweichung von der bisherigen Ge- 
pflogenheit dadurch gewonnen, dab die Schwefelsiure des 
alkoholischen Auszugs mit alkoholischer Kalilauge bis zu 
schwach saurer Reaktion abgestumpft wurde, worauf erst die 
siedende Lésung mit Salzsiure gefallt wurde. Hier wurde 
nun ein Priiparat erhalten, das zu 70°/, in Chloroform léslich 
war. Dieser Teil krystallisierte daraus in 'Teichmannscheti 
Formen, erwics sich als monoithyliert, war aber trotzdem be- 
reits in kalter Sodalésung léslich und wurde durch Diazo- 
methan bei langer Behandlung auch noch monomethyliert. Mit 
Bicarbonat trat keine Lésung ein, wohl aber wurden iiber 


— 





1) Im experimentellen Teil als Hiimin Il bezeichnet. 
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64 °/, des vorhandenen Chlors durch das schwache Alkali 
weggenommen. Dieses Monoithyl(chlor)hamin hatte also andere 
Kigenschaften als das an erster Stelle beschriebene Priiparat 
und gab dann auch bei der Spaltung mit Kisessig—Bromwasser- 
stoff andere Resultate, nachdem auch hier 2 Atome Chlor 
angelagert worden waren, was sich ohne Substitution vollzog. 
Das mit geringer Ausbeute herausgearbeitete Porphyrin erwies 
sich nimlich, trotzdem es schén krystallisierte, als ein Ge- 
misch, wie aus der Halogenbestimmung hervorging, die neben 
5,85 °/, Chlor einen Gehalt von 2,23°/, Brom ergab. Da das 
Porphyringemisch 4,08 °/, CH, enthielt, handelte es sich offen- 
sichtlich um den Monochlorhimatoporphyrindimethylithe: 
(IV, S. 103), dem in geringer Menge der mit K. Schlayer be- 
schriebene Chlorbrommesoporphyrindimethylather') beigemengt 
war. So war Aussicht vorhanden, eine Trennung des Ge- 
misches mit Hilfe von Zinkacetat zu erreichen und in der Tat 
fiihrte die Einwirkung dieses Salzes in methylalkoholischer 
Lésung wenigstens insofern zur Bestitigung obiger Annahme. 
als das komplexe Zinksalz des Chlorbrommesoporphyrindimethy]- 
thers im Methylalkohol gelést blieb, wihrend ein Gemisch 
von Zinksalzen ausfiel, das, nach der Analyse zu urteilen, 
zu etwa einem Drittel aus dem eben erwahnten Zinksalz 
(C,,H,.O,N,CIBrZn), zu zwei Dritteln aber aus dem Zinksalz 
des komplexen Zinksalzes des Monochlorhimatoporphyrin- 
monomethylathers (C,,H,.O,N,ClZn),Zn bestand. 


Der Zusatz des Alkalis zum schwefelsauren Extrakt aus 
dem Blutkoagulum hat also, obgleich zum SchluB saure Reaktion 
erhalten geblieben ist, eine teilweise Verinderung der in der 
Lésung befindlichen prosthetischen Gruppe hervorgebracht, was 
darauf zuriickzufiihren ist, da beim Neutralisieren an der 
Kinfallsstelle voriibergehend alkalische Reaktion eingetreten 
ist. Wird die auf §. 104 entwickelte Vorstellung iiber di 
Konstitution der aus dem Himoglobin abgespaltenen prosthe- 
tischen Gruppe zugrunde gelegt, so muB hier bei einem ‘Tei! 


1) Diese Zs. Bd, 163, S. 271; Bd. 168, S. 308 (1927). Hier ist der 
Stoff als ,, Hiimatoporphyrin“-Derivat bezeichnet, vg!. die Anm.2 aufS. 101. 
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derselben Verseifung des Athoxyvinyls mit darauf folgendem 
Wasseraustritt zwischen den Seitenketten eingetreten sein, so 
daB schheBlich, d. h. nach der Fillung mit Salzsiure, ein 
Monoiithyl(chlor)hamin entstanden ist, welches 2 Atome Chlor 
in demselben Sinn addiert hat wie der aus EKisessighiimin 
hervorgehende Dimethylester. Nach den Kigenschaften dieses 
Himins zu urteilen, ist hierbei die leicht zu lésende Betain- 
form entstanden (Unléslichkeit in Bicarbonat, Lésung durch 
Soda, Methylierung durch Diazomethan'), unbestimmt bleibt 
noch, mit welchem der beiden basischen Stickstoffatome das 
Carboxyl zum Betain zusammengetreten ist, die Leichtabspalt- 
barkeit des Chlors spricht allerdings dafiir, daB im Bilde 
wenigstens die Betainbindung als an dem das Hisen tragenden 
Stickstoffatome wiederzugeben ist. 


—COOH C C —CH 
— : 
rh N 
. 
f  >YC—C—CH=CHOC,H, 
FO SO,0H 
i SC¢—C—CH=CH, 
Ny N } 
-COO C- —( } —CH, 


Die prosthetische Gruppe in schwefelsaurem Auszug. 


—C00. ~. oe 
N DNH 
\ 7/7 )>0—C—CH=CH 
~ ete FA Cl 
C—¢-(—48; 
\N* N 
—C000,H, 7 OMe 


Betainform des Monoithyl (chlor) himins. 


') DaB auch der beim Neutralisieren nicht veriinderte Teil der 
prosthetischen Gruppe, der also in der Form I, S. 103 vorliegt, durch 
lange Behandlung mit Diazomethan methyliert wird, ist vielleicht auf 
eine sich allmiihlich einstellende Umlagerung der Lactongruppe zuriick- 
zufithren. 
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Diese Vorstellungen tiber den EinfluB der Neutralisation 
auf die in der schwefelsauren Liésung befindliche prosthetische 
Gzruppe finden nun durch die Untersuchung eines dritten 
Hiiminpriparates!) vollkommene Bestitigung, bei dessen Her- 
stellung die Wirkung des Alkalis verstiirkt wurde. Hier wurde 
mit alkoholischem Kali alkalisch gemacht, wodurch neben 
Kaliumsulfat auch der Farbstoff, wohl als Hydroxyhiminkalium 
gefaillt wurde. Der Niederschlag wurde darauf wieder mit 
Schwefelsiure—Alkohol extrahiert und nun erst die Fallung 
mit Salzsiure in der Siedehitze bewirkt. Das mit Petrolither 
extrahierte Rohhimin heB sich mit Chloroform wieder in einen 
léslichen und in einen unléslichen Teil trennen. LErsterer 
, des Gesamtpriiparates aus und stellte ein in 
Teichmannschen Formen krystallisierendes Monoithyl(chlor)- 
hiimin vor, das in Soda léslich war, an Bicarbonat ohne in 
Lisung zu gehen 65°/, des vorhandenen Chlors abgab und 
durch Diazomethan langsam monomethyliert wurde. Die An- 
lagerung von Chlor fiithrte ohne Substitution zu einem krystalli- 
sierten Dichlormonoathyl (chlor) haimin. 

Die Spaltung desselben mit Hilfe von Eisessig—Brom- 
wasserstoff lie{ nun wieder ein krystallisierendes Gemisch von 
Porphyrinen in geringer Ausbeute entstehen, das sich mit 
Hilfe von Zinkacetat trennen lieB, wobei wieder dieselben 
Zinksalze wie beim vorigen Versuch erhalten wurden. Das 
Mengenverhiltnis derselben war aber ein anderes, indem jetzt 
das komplexe Zinksalz des Chlorbrommesoporphyrindimethyl- 
iithers iiberwog, es folgt daraus, daB durch die stirkere Ein- 
wirkung des Alkalis gréBere Mengen des Hamins I, 8. 103, in 
das Hamin I, 8. 107, umgewandelt worden waren. 

Leider reichte die Menge der erhaltenen Porphyrine noch 
nicht aus, um die Aboxydation mit Aussicht auf Erfolg vor- 
nehmen zu kénnen. Das neue, als Monochlorhimatoporphyrin- 
dimethylither bezeichnete Porphyrin miiBte dabei neben 2 Mol. 
Himatinsiure den dritten Pyrrolkern in Form des Methyl- 
-(8-chlor-@-methoxyl) ithylmaleinimids ergeben, wihrend de: 
vierte Pyrrolkern der vollstiindigen Zerstérung verfiallt. 


machte 75°, 


') Im experimentellen Teil als ,,Hiimin III‘ bezeichnet. 
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Experimenteller Teil I. 


A. 


Aus 12 Liter Blut eines nach Angabe 3jiihrigen Ochsens 
wurde nach der Kisessigmethode') «-Chlorhimin dargestellt. 
Ks wurden auf 1 Liter Blut 3 Liter Kisessig verwendet. Aus- 
beute 3,9 g von 1 Liter Blut. 

Je 1 Liter desselben Blutes wurde nach Mérner mit 
Athylalkohol bzw. mit Methylalkohol verarbeitet. Ausbeute: 
2,8 ¢ Himin von 1 Liter Blut. 

Ehe die schwefelsauren Lésungen erhitzt und mit Salz- 
saure versetzt worden sind, wurden aus je ?/,, derselben mit 
Wasser die Himine ausgefallt. Dabei zeigte sich, daB bei Ver- 
wendung von Athylalkohol keine Veresterung eingetreten war, 
wihrend das mit Methylalkohol dargestellte Himin einen 
Monoester vorstellte. 

Bei der Zeiselbestimmung wurde im ersten Falle tiber- 
haupt kein Niederschlag von AgJ erhalten. Beim zweiten: 

7,85 mg Substanz (i. V.) getrocknet gaben 2,32 mg AgJ. 

C,,;H,.N,0,FeCl Ber. 2,32°/, CH, 
Gef. 1,89 

Von diesen mit Wasser ausgefillten Himinen loéste sich 
das Monomethylhimin in Chloroform und Aceton, wihrend 
sich das mit Athylalkohol dargestellte in diesen Lésungsmitteln 
nicht léste. Dieses liste sich in 5°/,igem Natriumbicarbonat, 
wihrend jenes erst durch Soda und nur langsam in Lésung ging. 

Die Zeiselzahl der mit Salzsiure ausgefillten Himine 
stimmte beim Athylhimin mit der eines Monoesters, beim Methyl- 
himin mit der eines Diesters iiberein, 

20,61 mg Substanz (i. V.) gaben 7,52 mg AgJ. 

C;,H,,0,N,FeCl Ber. 4,29 °/, C,H; 
Gef. 4,51 
6,67 mg Substanz (i. V.) gaben 4,71 mg Agu. 
C,,H,,0,N,FeC! Ber. 4,43 °/, CH, 
Gef. 4,5 

Der Dimethylester unterschied sich iiufSerlich nicht von 

dem aus Eisessighiimin dargestellten. Es war dunkler gefiirbt 





) Diese Zs. Bd. 30, S. 390 (1900). 
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als der Monoithylester. Beide sind in Chloroform und Aceton 
léslich. Unldslich in Bicarbonat und kalter Soda. Das Athyl- 
hiimin léste sich langsam in heiBer 5°/,iger Soda. 


Chlorabspaltung durch Soda. 

107,79 mg Diester wurden in 50 ccm 5°/,iger chlorfreier Soda 
24 Stunden unter 6fteren Aufriihren stehen gelassen, abfiltriert, 
mit Essigsiure angesiuert und mit Silbernitrat gefallt. Farb- 
stoff ging dabei nicht in Lésung. Es wurden 3,85 mg Ag(l 
gefunden. Das Himin hat somit 16,9°/, seines Chlors ab- 
gespalten, also ungefiithr derselbe Wert, den man auch vom 
Dimethylester aus Eisessighimin erhilt. 

Bei 113,43 mg des Monoiithylhimins wurden bei der gleichen 
Behandlung 0,01750 g¢ AgCl gefunden. Dieses Hiimin hat somit 
13,2 °/, seines Chlors abgespalten. Die Sodalésung wurde 
auch in diesem Falle vom Farbstoff nicht gefarbt. 


Methylierung mit Diazomethan. 

In eine Lésung von 0,5 g Monoithylhiimin in 50 cent 
Chloroform wurde Diazomethan eingeleitet, das durch Zutropfen- 
lassen von 6 cem 20°/,iger methylalkoholischer Kalilauge zu 
einer Lésung von 3 ccm Nitrosomethylurethan in 40 ccm abso- 
lutem Ather entwickelt wurde Es wurde 1 Tag unter dfterem 
Schiitteln stehen gelassen und dann mit Petrolither ausgefillt, 
mit diesem ausgewaschen und im Exsiccator getrocknet. 


Zeiselbestimmung: 
3,14 mg Substanz (i. V.) gaben 2,05 mg AgJ, wovon 1,142 mg aut 
Athy] (gef. 4,51°),) entfallen, also | .3 auf Methyl. 
C3,H,,0,N,FeCl (Mol.-Gew. 691,82) 
Ber. 4,20°/, C,H, 2,17°/, CH, 
Gef. 4,51 1,85 
Ks trat durch Diazomethan eine Methylierung ein. Das 
nunmehr monomethylierte Monoithylhimin war auch in heiBer 
Soda nicht mehr léslich. 


Bromierung des Dimethylmornerchlorhamins. 


2 g Himin wurden in 60 ccm Chloroform gelést und mit 
0,5 g Brom (etwa 2 Atome auf 1 Mol. Hamin) in Chloroform 
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in einer Stépselilasche 4 Stunden geschiittelt. Dann wurde 
bis aut '/, der Menge an der Luft eindunsten lassen, mit 
Petrolather ausge/fillt, mit diesem ausgewaschen undim Vakuum 
bei gewohnlicher T’emperatur ~ getrocknet. Bromwasserstoff- 
bildung wurde nicht beobachtet. 

0,01915 g Substanz (i. V.) gaben 0,01119 ¢ AgCl + AgBr ent- 
sprechend 0,00919 g AgCl und 0,00188 g Fe,O,. 
CgH,,0,N,Br,FeCl Ber. 19,07°/, Br 4,23 °/, Cl_—-6,67°°/, Fe 

3,5 


Gef. 18,75 sD 6.87 


Es haben sich 2 Atome Brom addiert. 


Bromierung von Monoathylmornerchlorhamin. 
2g Himin wurden wie oben mit 0,5 g Brom (2 Atome 
us 1 Mol. Himin) in Chloroform 4 Stunden geschiittelt, auf 1/, 
eingedunstet und mit Petrolither ausgefillt. Ks wurde auch 
hier keine Bromwasserstoffentwicklung beobachtet. 
0,02652 g Substanz (i. V.) gaben 0,01145 g AgCl + AgBr, ent- 
sprechend 0,00997 g AgCl und 0,00276 g Fe,Q,. 
O.,H,,0,N,BrFeCl Ber. 10,56°/, Br 4,68°/, Cl —-7,28/, Fe 
Bef. 10,08 4,85 7,2 
Nach der Analyse wurde hier nur 1 Atom Brom addiert. 
Kis bleibt aber fraglich, ob ein chemisches Indfviduum vorliest. 


B. 

In den folgenden Versuchen wurden krystallisierte Methyl- 
ind Athylmérnerhimine bearbeitet, die aus dem Blute eines 
alten Pferdes stammten, das mit Rotz geimpft war. Hs wurden 
3 Liter bzw. 4 Liter Blutkcs, ~ verwendet und daraus 12 g 
Methyl- bzw. 16 g Athylmérnerhimin erhalten. 

Das in Sternchen krystallisierende methylierte Hamin war 
i. Chloroform und Aceton léslich. 

Zeiselbestimmung: 
8,25 mg Substanz (i. V.) getrocknet gaben 3,99 mg Agu. 
Zeiselzahl: 3,1°/, CH. 

Demnach liegt wieder die durch Liésungsmittel nicht trenn- 
bare Kombination von mono- und dimethyliertem Himin vor. 
Von 1g Athylhimin, das mit Chloroform behandelt wurde, 
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blieben 0,42 g ungelést. Der Riickstand war in Bicarbonat 
loslich. 


Zeiselbestimmung des Riickstandes: 
6,13 mg Substanz (i. V.) getrocknet gaben 0,29 mg Agu. 
Zeiselzahl: 0,58 °/, O,H;. 
Die Lésung in Chloroform wurde bis auf */, eindunsten 
lassen und dann mit Petrolither ausgefiallt. 


Zeiselbestimmung: 
5,71 mg Substanz (i. V.) getrocknet gaben 1,89 mg AgJ. 
C,,H,,0,N,FeCl Ber. 4,29 °/, C,H;. 
Gef. 4,10 

Der Monoester wurde somit durch Lésen in Chloroform 
vom unveresterten Hiimin getrennt. Er ist in Aceton, weniger 
in heiBem Benzol léslich und krystallisiert aus Aceton in 
Nadelchen. Unldslich ist er in Bicarbonat und 5 °/,iger kalter 
Soda. Er wird weiterhin als Himin IJ bezeichnet. 


Analyse von Himin I. 
0,1652 g Substanz (i. V.) gaben 0,3853 g CO, und 0,0770 g H,0. 
8,7 


,75 mg a “i » 0,65 eem N, bei 21° und 742 mm. 
25,88 mg m rs » 5,95 g AgCl und 3,08 g Fe,0;. 
C5,.H540,N,F eC! 
Ber. 63,85°/, C 5,07°/, H 828°, N 5,239, Cl 8,24, Fe 
Gef. 63,61 5,22 8,24 5,69 8,32 


Chlorabspaltung durch Soda von Hamin I. 

0,106 g Hamin wurden in 50 cem 5°/iger chlorfreier 
Soda unter éfterem Umriihren 24 Stunden stehen gelassen, 
abfiltriert, mit Essigsiure angesiuert und mit AgNO, gefallt. 
Ks wurden 0,01578 g AgCl gefunden. Das Himin, das 70,9 °/, 
seines Chlors verloren hatte, liste sich zum gréB8ten Teil in 
Alkohol wieder auf, dem einige Tropfen Schwefelsiiure zugefiigt 
wurden. Es wurde dann wieder in der Hitze mit 2 ccm Salz- 
siiure ausgefiillt. 


0,03275 g Substanz (i. V.) gaben 0,00626 g AgCl. 
Ber. 5,23 °/, Cl Gef. 4,66°/, Cl. 
Das Hydroxyhiimin hat demnach beinahe das ganze Chlor 
wieder aufgenommen. 
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Einwirkung von Diazomethan auf Hamin I. 


0,5 ¢ Hamin wurden in 50 ccm Chloroform gelést und 
wie bei einem friiheren Versuch Diazomethan darauf einwirken 
lassen. Das Hamin blieb so gut wie unveriindert. 

8,14 mg Substanz (i. V.) getrocknet gaben 3,05 mg AgJ. 

Zeiselzahl: 4,63 °/, C,H.. 
Vor der Behandlung: 4,10 


Chlorieren von Hamin I mit 2 Atomen Chlor. 


Je 2g Himin wurden in 100 ccm Chloroform gelést und 
mit 0,22 g Chlor (etwa 2 Atome Chlor auf 1 Mol. Himin) in 
Chloroform 3 Stunden lang geschiittelt. Nach dem Kindunsten 
des Chloroforms an der Luft auf +/, des _ urspriinglichen 
Volumens wurde mit Petrolather ausgefallt. 

26,09 mg Substanz (i. V.) gaben 0,01465 g AgCl und 2,74 g Fe,O 

C,,H,,0,N,Cl,FeC] Ber. 14,2°/, Cl 7,46 °/, Fe 
Gef. 13,9 7 


Die Lésung in Chloroform zeigte das Himinspektrum. 


Chlorieren von HaminI mit 3 Atomen Chlor. 


Auf 4 g¢ Hiamin in 150 ccm Chloroform wurden wie oben 
0,7 g Chlor angewandt (3 Atome auf 1 Mol. Himin). Zum 
Nachweis des iiberschiissigen Chlors und eventuell gebildeten 
Chlorwasserstoffes, wurde nach 4stiindigem Schiitteln durch 
ein Glasrohr, das wihrend des Schiittelns mit einem Quetsch- 
hahn verschlossen war, Stickstoff eingeleitet, um das_ iiber- 
schiissige Chlor und eventuell gebildeten Chlorwasserstoft durch 
ein zweites Glasrohr, das ebenfalls mit einem Quetschhahn ver- 
schlossen war, in eine Vorlage mit Wasser iibergetrieben. Ks 
wurde dann deren Inhalt mit Quecksilber geschiittelt, wobei 
sich auf den Quecksilbertrépfchen eine Haut von Mercuro- 
chlorid bildete. Silbernitrat gab keine Fallung. Es erfolgte 
somit keine Substitution. 
0,03152 g Substanz (i. V.) gaben 0,01772 g AgCl. 
CagHa0,N,Cl,FeCl Ber. 14,2, Cl 
Gef. 13,91 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXII. 


Ce 
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Beim Chlorieren dieses Priparates in Chloroform addieren 
sich demnach nur 2 Atome Chlor, auch wenn drei geboten 
werden. 


Porphyrinspaltung des dichlorierten Hamin I. 


3,8 ¢ Himin wurden in 80 ccm KEisessigbromwasserstoff 
(s = 1,41 bei 0°) nach W. Kiister und H. Bauer?) in einer 
Stépselflasche auf der Schiittelmaschine fiir einen Tag ge- 
schiittelt. Die dunkelrote Fliissigkeit wurde nach der Filtration 
durch Glaswolle im Vakuum bis zur vollstindigen 'Trockene 
bei 60—80° des Wasserbades eingedampft und der Riickstand 
in 100 ccm absolutem Methylalkohol unter Erwarmen auf 50° 
gelést. Die Lésung wurde 3 Stunden lang auf dieser Tempe- 
ratur gehalten und dann filtriert. In einem Schiitteltrichter 
gibt man zu der filtrierten Lésung 1 Liter Ather und wiischt 
nun mit Wasser so lange aus, bis das Waschwasser keine 
Kisenreaktion mehr gibt. Die itherische Lésung wurde dann 
so lange mit Portionen von je 50 ccm 12°/,iger Bromwasser- 
stofisiure ausgezogen, bis die Siure- nicht mehr gefarbt wird. 
Die bromwasserstoffsaure Lésung bleibt zur Verseifung der 
EKstermethyle 5 Tage stehen. 

Schon beim Auswaschen der atherischen Liésung und be- 
sonders beim Ausziehen mit Bromwasserstoffsiure wurde ein 
brauner Stoff ausgeschieden, von dem ein Teil in heifem 
Methylalkohol léslich war und ein Porphyrinspektrum gab. 
wiihrend der ungelést gebliebene Teil noch Eisen enthielt. 

Die bromwasserstofisaure Lésung wurde mit Natronlauge 
aunihernd neutralisiert und das Porphyrin mit Natriumacetat 
ausgefallt und absitzen lassen. Nach dem Trocknen im Vakuum 
wurde mit Ather extrahiert. Aus diesem schied sich das 
Porphyrin in feinen Nidelchen aus. In der Hiilse blieb ein 
kleiner Riickstand. Ausbeute 0,8 g. 

0,03817 g Substanz (i. V.) gaben 0,00882 g AgCl (kein AcBr). 


7,2 mg - - » 4,78 mg Ag. 
CegHg0,N,Cl Ber. 5,37 °/, Cl 4,55 °/, CH, 
Gef. 5,71 4,25 


1) Diese Zs. Bd. 94, S. 181 (1915). 
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Das Porphyrin ist ein Monochlorhimatoporphyrindimethyl- 
ather. Es léste sich leicht in Chloroform und Eisessig, schwer 
in Ather und zeigte das charakteristische Himatoporphyrin- 
spektrum (in Ather): 

A = 618—599, 575—560, 535—523, 505—492. 


Die Salzsiiurezahl wurde zu 6,6 bestimmt. 


Zinksalz des komplexen Zinksalzes von Porphyrin I. 

0,2 g Porphyrin wurden in 30 ccm Methylalkohol gelést 
und 20 ccm einer i°/,igen Zinkacetat—Methylalkohollésung 
zugegeben, stehen gelassen und am niichsten Tag die flockige 
Ausfallung abfiltriert und mit Wasser ausgewaschen. Aus dem 
Hiltrat fallt mit Wasser noch weiteres Zinksalz aus. Léslich 
in Hisessig, Chloroform und Methylalkohol. Spektrum in 
Methylalkohol: 


A = 570—555, 540—523. 
0,07238 g Substanz gaben dureh einfaches Gliihen im Tiegel 
0,01211 g ZnO. 
(C,.H3,,0,N,C1Zn),Zn Ber. 13,24 °/, Zn 
Gef. 13,44 
Das Zinksalz wurde bei 60—70° getrocknet. Bei dieser 
Temperatur spaltet sich aber schon das noch vorhandene eine 
Methoxyl ab, so daf nur noch eine Zeiselzahl von 0,5°/, CH, 
gefunden wurde. 


Methylierung von Porphyrin I mit Diazomethan. 


0,02 g Porphyrin wurden in 20ccm Chloroform gelést und 
in die Lésung Diazomethan eingeleitet (aus 2 ccm Nitroso- 
methylurethan) und zur Trockne an der Luft eingedunstet. 
Das amorphe Produkt war in Soda nicht mehr léslich, dagegen 
léste es sich im Gegensatz zum unveresterten Porphyrin sehr 
leicht in Methylalkohol. 


Zeiselbestimmung: 
6,25 mg Substanz (i. V.) gaben 8,11 mg AgJ. 
gH 43 O,N,Cl Ber. 8,79°/, CH, 
Gef. 8,30 
Ks waren also noch zwei Methyle aufgenommen worden. 


* 


8 











116 William Kiister und R. Fleischmann, 


C. 
Darstellung der ,Hamine Nr. II‘ und Nr. Iii. 

[I]. Aus 4 Liter Blutkérper eines mit Rotz geimpften 
Pferdes wurde Mérnerhimin in der Weise gewonnen, daf 
die Schwefelsiure im Athylalkoholischen Extrakt des Koagulums 
mit alkoholischer Kalilauge bis zur schwach sauren Reaktion 
abgestumpft wurde. Das Filtrat vom ausgefallenen primaren 
Kaliumsulfat wurde zum Sieden erhitzt, 8 com 25°/,ige Salz- 
siure in 12 ccm 90°/,igem Alkohol pro Liter Blut zugegeben 
und 15 Minuten auf Siedetemperatur gehalten. Die Ausbeut 
betrug 16 g Hamin Nr. IL. 

Il]. Es wurden 15 Liter Pferdeblut verwendet. Dei 
schwefelsaure ithylaikoholische Extrakt des Blutkoagulums 
wurde mit alkoholischer Kalilauge alkalisch gemacht, wobei 
das Himin neben Kaliumsulfat ausfiel. Dem abgesaugten 
Niederschlag wurde nun mit durch Schwefelsiiure angesiuertem 
Alkohol das Himin wieder entzogen und die etwa 4 Liter 
betragende Liésung zum Sieden erhitzt, Salzsiure zugegeben 
und 15 Minuten im Sieden erhalten. Nach eintigigem Stehen 
waren 15g Himin in Form gekreuzter Nadeln ausgefallen. 
Die Ausbeute war also sehr gering. 

Beide Himinpriparate muBten 3 Tage lang mit Petrol- 
iither extrahiert werden, bis alles Sterin entfernt worden war. 
Sie wurden dann 2 Stunden mit Chloroform geschiittelt, woraut 
vom Riickstand abfiltriert wurde. Ungelést blieben von je 
1g 0,3 g bei Hamin I, 0,25 ¢ bei Himin III. Diese Teile 
lésten sich teilweise in Bicarbonat und erwiesen sich als wenig 
athyliert. 

II. 16,25 mg Substanz (i. V.) gaben 1,25 mg AgJ = 0,95°/, C,H;. 

Ilf. 8,54 mg ee . » 052mg , =0,75,, ma 

Beim EKindampfen der Chloroformlésungen kamen in 
beiden Fallen Krystalle in Teichmannschen Formen heraus. 
dieselben Formen wurden aus Aceton und Methylithylketon 
erhalten. Beide Priiparate erwiesen sich als monoithyliert. 


If. 41,36 mg Substanz (i. V.) gaben 9,30 mg AgC! u. 4,93 mg FeO,. 
as 5, 0,96 cem N bei 17° u. 742 mm B. 
» 93,96 mg AgJ. 


13,1 mg Pa 
12,3 mg - ” 
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III. 0,1552 g Substanz (i. V.) gaben 0,3644 g CO, u. 0,0677 g H,O. 


on] 
7,08 mg 2 ‘ »  0,498cem N bei 18° u. 742 mm B. 
37,45 mg . " » 82mg AgCl u. 4,25 mg Fe,O,. 
9,42 mg ‘s , 3,18 mg AgJ. 
C,,H,,0,N,FeCl 
Ber. 68,85°/, C 5,079/,H 8,28°/,N 8,24°/, Fe 5,239/, Cl 4,29°/, C,H, 
Gef. — —- 8,26 8,34 5,56 3,96 
64,00 4,38 7,89 7,94 5,41 4,08 


Da beide Priiparate in Soda langsam léslich waren, konnte 
die Abspaltung von Chlor nur mit Bicarbonat bestimmt werden. 
Dazu wurden je 0,1 g mit 50 ccm einer 5°/,igen Lésung des 
Salzes digeriert und im Filtrat nach dem Ansiiuern mit Silber- 
nitrat gefallt. Ks ergaben sich bei: 

II. 0,1102 g Substanz gaben 0,01499 g AgCl. 

III. 0,095 g . + 0,01312 g 

Hamin IT hatte danach 64,38°/,, Himin IIIf 65,3° 
Chlors verloren. 


seines 


0 


Methylierung mit Diazomethan. 

0.5 g Himin III wurden in 40 ccm Chloroform gelést und 
das aus 8 ccm Nitrosomethylurethan entwickelte Diazomethan 
zur Loésung hinzugegeben. Nach dem Verdunsten der Lésung 
hinterblieb ein amorpher Riickstand. 


Zeiselbestimmung: 
C,,H,,0,N,FeCl Ber. 4,2°/, C,H; 2,26°/, CH, 
Gef. 4,08 1,74 


6,25 mg Substanz (i. V.) getr. gaben 3,84 mg Agu. 


Da das Himin nur bis zu 1,74°/, methyliert wurde, wurde 
ein zweites Mal dieselbe Menge Diazomethan auf dieses ein- 
wirken lassen und 2 Tage unter 6fterem Schiitteln stehen gelassen. 

8,41 mg Substanz (i. V.) getr. gaben 5,51 mg Ges.-AgJ, ab 2,778 g 
AgJ fiir C,H,, also 2,732 g AgJ fiir CH. 

C3, H,,0,N,FeCl Ber. 4,29 °/, C,H, 2,26 °/, CH, 
Get. 4,08 2,08 


Methylierung von Hamin II. 


0,5 g Himin ITI wurden in 40 ccm Chloroform gelést, und 
darauf gleich zweimal die im obigen Versuch verwendete Menge 
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Diazomethan darauf einwirken lassen. In einer Stépselflasche 
wurde 2 Tage unter 6fterem Schiitteln stehen gelassen und 
dann an der Luft eindunsten lassen. 
6,3 mg Substanz (i. V.) getr. gaben 3,98 mg Ges.-AgJ, hiervon 
2,011 g AgJ fiir C,H,;, also 1,949 g AgJ fiir CH,. 
C;,H,,0,N,FeCl Ber. 42°, UH, 2,26 °/, CH, 
Gef. 3,96 1,98 


Chlorieren der Hamine II und III. 


Je 3g der Himine wurden in 100 ccm Chloroform geldést 
und mit 0,47 g Chlor (8 Atome Cl auf 1 Mol. Hamin) 3 Stunden 
geschiittelt. Es wurde, wie schon bei einem anderen Versuch 
beschrieben, mit Stickstoff in eine Vorlage mit Wasser das 
iiberschiissige Chlor getrieben und mit Quecksilber geschiittelt. 
Auf den Quecksilbertrépfchen bildete sich eine Haut von 
Mercurochlorid, wihrend Silbernitrat keine Fallung gab. 

Beim Eindunsten der Lésung (und nicht Ausfillen mit 
Petrolather wie seither) kamen an der Luft Teichmann- 
fihnliche Krystalle heraus. Es wurde mit Petrolather aus- 
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Ein Unterschied dei 
Krystalle der chlorierten Hamine IJ und III war nicht vor- 


handen. 
Cl-Bestimmung von III: 


0,03379 g Substanz (i. V.) getr. gaben 0,01981 g AgCl. 
C,,H,,0,N,Cl,FeCl Ber. 14,2° 0 Cl 
xef. 14,5 
Cl-Bestimmung von IL: 
0,033285 g Substanz (i. V.) getr. gaben 0,01940 g AgCl. 
Jggtd g,0,N,Cl, FeCl Ber. 14,2 °/, Cl 
Gef. 14,4 


Porphyrinspaltung der dichlorierten Hamine II und III. 


Je 5g der Hiimine wurden, wie schon bei einem anderen 
Versuch beschrieben, mit Hisessigbromwasserstoff gespalten. 
Beim Ausschiitteln mit 12°/,iger Bromwasserstoffsiure wurde 
wieder ein brauner Stoff ausgeschieden. Er wurde getrocknet 
und mit Methylalkohol ausgekocht. Dabei geht ein Teil in 


Lésung, der das Hamatoporphyrinspektrum gibt und eisen- 
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frei ist, wahrend der ungeléste Teil noch Eisen enthilt. Die 
Ausbeute an Porphyrin ist schlecht: aus je 5g wurden 1—1,5¢ 
Porphyrin erhalten. Die Porphyrine wurden zweimal mit 
Ather extrahiert und krystallisierten teilweise in schénen 
Nadelchen aus. Simtliche Porphyrine gaben das Himato- 
porphyrinspektrum. Salzsiiurezahl: 6,8. 


Analyse des Porphyrins aus Dichlorhimin III. (Porphyrin Illa. 
0,06411 g Substanz (i. V.) gaben 0,02571 g AgCl + AgBr entsprechend 
0,02261 g AgCl. 
8,44 mg Substanz (i. V.) gaben 5,4 mg AgJ. 
Gef. 869°). Br 4,76°/, Cl 4,19°/, CH.. 


Analyse des Porphyrins aus Dichlorhimin Il. (Porphyrin IL.) 
0,07000 g Substanz (i. V.) gaben 0,02025 g AgCl+AgBr entsprechend 
0,01938 g AgCl. 
9,22 mg Substanz (i. V.) gaben 5,91 mg Agu. 
Gef.  2,28°/, Br 5,85°/, Cl 4,08"), CHg. 
Kine weitere Portion von 5 g des Dichlorhimins III gab 
bei der Porphyrinspaltung folgende Werte: 


Porphyrin IIIb. 
0,07161 g Substanz (i. V.) gaben 0,02703 g AgCl+AgBr entsprechend 
0,02429 ¢ AgCl. 
8,57 mg Substanz (i. V.) gaben 5,46 mg AgJ. 
Gef. 6,82°, Br 5,34°/, Cl $:00°/, CH. 


Die Werte haben sich bei diesem Porphyrin II[b in bezug 
auf Porphyrin [Ila verschoben, obgleich von demselben Dichlor- 
himin III ausgegangen wurde. 

Alle drei Porphyrine sind Gemische, und zwar scheinen sie 
solehe von Chlorbromhimatoporphyrindimethylather: C,,H,,. 
C1BrN,O, (besser Chlorbromdimethoxymesoporphyrin) und Mono- 
chlorhimatoporphyrindimethylither: C,,H,,N,O,Cl zu sein. 

Um eine Trennung dieser Gemische _ herbeizufiihren, 
wurden die komplexen Zinksalze dieser Porphyrine dargestellt: 
Das Monochlorporphyrin gibt ja ein Zinksalz des komplexen 
Zinksalzes mit 13,24°/, Zink, wihrend das Chlorbromprodukt 
nur ein komplexes Zinksalz mit 8,14°/, Zink gibt. 
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Zinksalze der Porphyrine. 


0,3 bzw. 0,6 g der Porphyrine wurden in 30 bzw. 60 ccm 
Methylalkohol gelést und 10 bzw. 20 ccm einer 2°/,igen Zink- 
acetat—Methylalkohollésung zugegeben, zur Verseifung 1/, Stunde 
am RiickfluBkihler erhitzt und am niachsten Tag die flockige 
Ausfillung abfiltriert. Auf Zusatz von Wasser zum Filtrat 
fiel der noch geléste Teil aus. Beide Teile werden mit Wasser 
ausgewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Zinksalze sind 
in Kisessig, Chloroform und Methylalkohol léslich. Spektrum 
in Methylalkohol: 


i = 5T1—555, 540—523. 


Analyse des Zinksalzes von Porphyrin IIL a. 
0,04369 ¢ Substanz (i. V.) gaben 0,01236 g AgCl+ AgBr entsprechend 
0,01126 g Ag(Cl. 
0,03448 g Substanz (i. V.) gaben 0,00483 g ZnO. 
9,16 mg . - » 447mg Ag. 
C,,H,,0,N,C]BrZn + C,,H,,0,N,ClZn),Zn 
Ber. 4,97°/, Br 4,6°/, Cl 10,69°/, Zn 2,89°/, CH, 
Gef. 4,77 4,22 11,25 3,12 


Analyse des Zinksalzes von Porphyrin II. 
0,05831 g Substanz (i. V.) gaben 0,01537 g AgC1+ AgBr entsprechend 
0,01418 g AgCl. 

0,07736 g Substanz (i. V.) gaben 0,01116 g ZnO. 
6,89 mg ™ a ,» 3,07 mg AgJ. 

C;,Hs,0,N,C1BrZn + 2(C,,H,;0,N,C1Zn),Zn 
Ber. 3,32°/, Br 4,66°/, Cl 11,54°/, Zn 2,6°/, CH, 
Gef. 3,67 4,39 11,59 2.85 


Analyse des Zinksalzes von Porphyrin IIIb. 
0,03667 g Substanz gaben 0,00984 g AgCl + AgBr entsprechend 
0,00899 AgCl. 
0,02724 g Substanz gaben 0,00375 g ZnO. 
11,09 mg - » 5,1 mg Ag. 
C3,H,,0,N,C1BrZn + (C,;H,;0,N,ClZn),Zn 
Ber. 4,97°/, Br 4,6°/, Cl 10,69°/, Zn 2,89°/, CH, 
Gef. 4,16 4,22 11,06 2,94 


Analyse des mit Wasser ausgefallten Zinksalzes von 
Porphyrin Illa. 
0,04074 ¢ Substanz gaben 0,01570 g AgCl + AgBr entsprechend 
0,01357 g AgCl. 
0,02259 g Substanz gaben 0,00220 g ZnO. 
5.45 mg ” » 3,09mg AgJ. 
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C,,H,,0,N,C1BrZn 
Ber. 9,95, Br 4,42°/, Cl = 8,14°/, Zm _—-8, 74°/, CH, 
Gef. 9,39 4,08 7,82 3,63 


Analyse des mit Wasser ausgefillten Zinksalzes von 
Porphyrin IIIb. 
0,02743 g Substanz gaben 0,0110 g AgCl + AgBr entsprechend 
0,00951 g AgCl. 
0,03728 g Substanz gaben 0,00357 g ZnO. 
7,71 mg ‘i , 4,711 mg AgdJ. 
C,,.H;,0,N,CIBrZn 
Ber. 9,95°/, Br 4,42°/, Cl 8,14°/, Zn 3,74°/, CH, 
Gef. 9,76 4,24 7,69 5,91 
Analyse des mit Wasser ausgefillten Zinksalzes 
von Porphyrin III. 
0,01375 g Substanz gaben 0,00146 g ZnO. 


5,21 mg i , 38,1 mg AgJ. 
C,.H,,0,N,C1BrZn Ber. 8,14°/, Zn 3,74°/, CH, 
Gef. 8,53 3,81 


Das Zinksalz, das direkt aus Methylalkohol ausfallt, 
scheint bei Porphyrin Illa und IIIb ein Gemisch von un- 
gefahr 1), der Menge an komplexem Zinksalz des Bromchlor- 
dimethoxymesoporphyrin (C,,H,,.0,N,BrClZn) und !/, der Menge 
an Zinksalz des komplexen Zinksalzes des Monochlorhimato- 
porphyrinmonomethylithers (C,,H,.O,N,ClZn) und bei Por- 
phyrin II etwas mehr als !/, des ersteren und weniger als 2/, 
des letzteren zu sein, wiihrend der mit Wasser ausgefillte Teil 
der Zinksalze das komplexe Zinksalz des Bromchlordimethoxy- 
mesoporphyrins ist. 

Beim Trocknen der Zinksalze bei 60—70° wurden die 
Methoxyle abgespalten. Dabei veriindert sich die Farbe und 
das Spektrum der Zinksalze. 


Anhang. 


I. Versuche zur Darstellung einer Molekilverbindung 
von Dimethylhamin und Prolin. 


Nachdem durch Methanolyse koagulierter Blutkérper bei 
180° ein Stoff erhalten worden war, der bei der Spaltung mit 
bromwasserstoff—Kisessig neben einem Porphyrin bzw. neben 
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einem Umwandlungsprodukt der prosthetischen Gruppe Prolin 
lieferte'), lag es nahe zu versuchen, ob sich Haimin und Prolin 
zu einer Molekiilverbindung vereinigen lassen. 

Da KEisessighimin keine giinstigen Léslichkeitseigen- 
schaften hat, wurde Dimethylhimin dargestellt, das ja in 
Chloroform, Aceton und Methylathylketon léslich ist. 

og Hisessighimin wurden mit 80 ccm Chloroform und 
13 com Pyridin 10 Minuten lang geschiittelt und vom Un- 
gelésten abfiltriert. Es blieben 1—2 g jeweils ungelist, die 
mit einer niachsten Portion verarbeitet wurden. Die Loésung 
wird unter Riihren in 250 ccm siedenden Methylalkohols, dem 
25 ccm konzentrierte 38°/,ige Salzsiure zugesetzt sind, ein- 
getragen und weiter erhitzt, bis sich am Glasstabe Krystalle 
abscheiden. Man lat bis zum anderen Tag im Eisschrank 
stehen, saugt ab und wischt mit Methylalkohol aus. Das er- 
haltene Dimethylhamin war auch in heiBer 5°/,iger Soda nicht 
mehr loslich. 

Da fiir die beiden Komponenten Dimethylhimin und 
Prolin kein gemeinsames Lésungsmittel vorhanden ist, kamen 
fiir die Versuche nur Mischungen verschiedener Lésungsmittel 
in Betracht. Prolin verhilt sich dabei insofern giinstig, als es 
in Alkohol leicht léslich ist und deshalb auch noch in Lé- 
sung bleibt. wenn zur alkoholischen Loésung noch Aceton ode 
Chloroform in natiirlich beschriinktem MaBe gegeben wird. 
Die Versuche wurden so ausgefihrt, daB die Losungen in ver- 
schiedenen Mischungsverhiltnissen in geschlossenen Reagens- 
glisern stehen gelassen wurden. Bei einer zweiten Versuchsreihe 
wurden die Lésungen unverschlossen der Verdunstung iiberlassen. 

In 1 ccm Chloroform waren durchschnittlich 0,05 g des 
Himinderivats und in 1 ccm Alkohol 0,1 g Prolin gelést. Es 
wurden folgende Mischungen hergestellt: 

i. 1 cem Himin in Chloroform und 1 cem Prolin in Alkohol, 


$3 9° s4 $9 1 99 s% * *) 


$4 1 99 99 a4 es 


2 ) 

3 ) b] 9 93 3 ) 

4, 2, Prolin in Alkohol und 1 ecem Himin in Chloroform, 
>» os 


" ss ** 1 *) “9 4s $° 


') Diese Zs. Bd. 170, S. 106 (1927). 
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6. 1 cem Himatin in Aceton und 1 eem Prolin in Alkohol. 


: 2 2 39 ss ** es ss 1 > 
8. 3 33 $) 6 as as 1 as ss 
9. 4 ,, 99 , a ae 


10. 2. ,, Prolin in Alkohol und 1 cem Himin in pore 

Aus der 3. Mischung wurden sowohl beim Stehen als auch 
langsamem Kindunstenlassen T’eichmann-iahnliche Krystalle er- 
halten, wihrend aus der 9. Mischung gekreuzte Nadeln heraus- 
kamen. Von diesen Mischungen wurde die dreifache Menge wie oben 
yusammengebracht und etwa '/, der Lésungsmittel verdunstet. 

Bei der Annahme, daB die Molekiilverbindung aus 1 Mol 
Prolin und 1 Mol Himin bestehen wiirde, wiirden die Werte fiir 
Chlor von 5,23°/, auf 4,47°/, und die fiir Hisen von 8,24°/, auf 
7,4°/, gedriickt werden. Gingen mehr als 1 Mol Prolin an das 
Himin, so ware die Difierenz noch gréBer. Die Bestimmungen 
von Chlor und Hisen stimmten aber mit den Werten fiir Dimethy|- 
himin iiberein, so dab eine Anlagerung nicht stattgefunden hat. 

1. 0,02313 g Substanz (i. V.) getrocknet gaben 0,00524 g AgCl und 
),00286 g Fe,Qg. 

2. 0,02793 g Substanz (i. V.) getrocknet gaben 0,00622 g AgCl und 
0,00827 g Fe.Qs. 


O,,H,,0,N,FeCl Ber. 5,23°, Cl $,24°/, Fe 
1. Gef, 5,6 8,65 
2. ss yee 8,19 


Weitere Versuche wurden mit Mischungen der Loésungs- 
mittel: Chloroform und Alkohol bzw. Aceton und Alkohol in 
verschiedenen Mischungsverhiltnissen ausgefiihrt. Die Kry- 
stalle, die dabei in zwei Fallen erhalten wurden, gaben aber 
wieder die Werte von Dimethylhaimin. 

1. 0,03128 g Substanz (i. V.) gaben 0,00688 g AgCl und 0,00360 g 


2. 0,01958 g Substanz (i. V.) gaben 0,00437 g AgCl und 0,00241 g 


C,,H,40,N,FeC! Ber. 5,23°/, Cl 8,24°/, Fe 
1, Gef. 5,44 8,16 
2. >, «ODS 8,61 


Einwirkung von Diazomethan auf Prolin. 
'/,g Prolin wurde in 50 ccm absolutem Ather aut- 
seschwemmt und Diazomethan unter EKiskihlung darauf ein- 
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einem Umwandlungsprodukt der prosthetischen Gruppe Prolin 
lieferte!), lag es nahe zu versuchen, ob sich Hamin und Prolin 
zu einer Molekiilverbindung vereinigen lassen. 

Da Kisessighimin keine giinstigen Léslichkeitseigen- 
schaften hat, wurde Dimethylhimin dargestellt, das ja in 
Chloroform, Aceton und Methylathylketon léslich ist. 

5 ¢ Kisessighimin wurden mit 80 ccm Chloroform und 
13 com Pyridin 10 Minuten lang geschiittelt und vom Un- 
gelésten abfiltriert. Es blieben 1—2 g jeweils ungelist, die 
mit einer nichsten Portion verarbeitet wurden. Die Lésung 
wird unter Riihren in 250 ccm siedenden Methylalkohols, dem 
25 ccm konzentrierte 38°/,ige Salzsiure zugesetzt sind, ein- 
getragen und weiter erhitzt, bis sich am Glasstabe Krystalle 
abscheiden. Man lat bis zum anderen Tag im Eisschrank 
stehen, saugt ab und wiischt mit Methylalkohol aus. Das er- 
haltene Dimethylhimin war auch in heifer 5°/,iger Soda nicht 
mehr léslich. 

Da fiir die beiden Komponenten Dimethylhimin und 
Prolin kein gemeinsames Loésungsmittel vorhanden ist, kamen 
fiir die Versuche nur Mischungen verschiedener Lisungsmittel 
in Betracht. Prolin verhilt sich dabei insofern giinstig, als es 
in Alkohol leicht léslich ist und deshalb auch noch in Lé- 
sung bleibt. wenn zur alkoholischen Loésung noch Aceton ode: 
Chloroform in natiirlich beschriinktem MaBe gegeben wird. 
Die Versuche wurden so ausgefihrt, daB die Lésungen in ver- 
schiedenen Mischungsverhiltnissen in geschlossenen Reagens- 
glisern stehen gelassen wurden. Bei einer zweiten Versuchsreihe 
wurden die Lésungen unverschlossen der Verdunstung tiberlassen. 

In 1 ccm Chloroform waren durchschnittlich 0,05 g des 
Hiiminderivats und in 1 ccm Alkohol 0,1 g Prolin gelést. Es 
wurden folgende Mischungen hergestellt: 

i. 1 cem Hiimin in Chloroform und 1 eem Prolin in Alkohol, 


93 99 3 99 1 99 3) 99 *) 


3 ’ ” ” ” » 1, ” 7 ” 
2, Prolin in Alkohol und 1 ecem Himin in Chloroform, 
3 


He CD ro 


s* ee " $4 *e l %) ee es 39 


') Diese Zs. Bd. 170, S. 106 (1927). 
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6. 1 cem Himatin in Aceton und 1 cem Prolin in Alkohol. 
7 2 as bh] se as = 1 a4 es 

8. 3 33 9? as s4 as 1 

9, 4 ss 99 99 $* 9 l 93 5° 99 9? 


10. 2 ,, Prolin in Alkohol und 1 cem Himin in Aceton. 

Aus der 3. Mischung wurden sowohl beim Stehen als auch 
langsamem Kindunstenlassen T'eichmann-ihnliche Krystalle er- 
halten, wahrend aus der 9. Mischung gekreuzte Nadeln heraus- 
kamen. Von diesen Mischungen wurde die dreifache Menge wie oben 
gusammengebracht und etwa ?/, der Lésungsmittel verdunstet. 

Bei der Annahme, daB die Molekiilverbindung aus 1 Mol 
Prolin und 1 Mol Himin bestehen wiirde, wiirden die Werte fiir 
Chlor von 5,23°/, auf 4,47°/, und die fiir Kisen von 8,24°/, auf 
7,4°/, gedriickt werden. Gingen mehr als 1 Mol Prolin an das 
Haimin, so wire die Differenz noch gréBer. Die Bestimmungen 
von Chlor und Kisen stimmten aber mit den Werten fiir Dimethyl- 
himin iiberein, so dab eine Anlagerung nicht stattgefunden hat. 

1. 0,02313 g Substanz (i. V.) getrocknet gaben 0,00524 g AgCl und 
),00286 g Fe,Q,. 

2. 0,02793 g Substanz (i. V.) getrocknet gaben 0,00622 g AgCl und 
0.00327 g Fe.Qs. 


O,,H,,0,N,FeC! Ber. 5,23°/, Cl 8, 24%, Fe 
1. Gef. 5,6 8,65 
2. 4, 5,51 8,19 


Weitere Versuche wurden mit Mischungen der Loésungs- 
mittel: Chloroform und Alkohol bzw. Aceton und Alkohol in 
verschiedenen Mischungsverhiltnissen ausgefiihrt. Die Kry- 
stalle, die dabei in zwei Fiillen erhalten wurden, gaben aber 
wieder die Werte von Dimethylhimin. 

1. 0,03128 g Substanz (i. V.) gaben 0,00688 g AgCl und 0,00365 g 


2. 0,01958 g Substanz (i. V.) gaben 0,00437 g AgCl und 0,00241 g 


C,,H;,0,N,FeC! Ber. 5,23°/, Cl 8,24°/, Fe 
1, Gef. 5,44 8,16 
2. = wee 8.61 


Einwirkung von Diazomethan auf Prolin. 


‘/,g Prolin wurde in 50 ccm absolutem Ather aut- 
ceschwemmt und Diazomethan unter Kiskiihlung daraut ein- 
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wirken lassen, das aus 3ccm Nitrosomethylurethan in 40ccm Ather 
und 6 cem 25°/,iger methylalkoholischer Kalilauge entwickelt 
wurde. Es trat kriftige Stickstoffentwicklung ein. Das Prolin ging 
vollstiindig in Lésung. Nach dem Abdampfen des Athers blieb 
ein gelblich gefirbtes Ol zuriick, das im Vakuum getrocknet wurde. 


6,57 mg Substanz gaben 0,65 ecm N bei 19° und 736 mm. 


3,57 mg a » 63mg AgJ. 
C,H,,0,N Ber. 10,85°/, N 11,63°/, CH, 
Gef. 11,0 11,29 


wonach der Methylester des Prolins vorliegt. Da die Léslich- 
keitseigenschaften dieses Esters giinstiger sind als die des 
Prolins (er list sich auch in Aceton), wurde mit diesem ver- 
sucht, eine Molekiilverbindung zu bekommen. Die Lisungen 
wurden in Reagensgliisern stehen gelassen, wobei langsam Ver- 
dunstung eintrat. Es wurden solche von Haminester in Aceton 
und Prolinester in Aceton, und solche von Hiaminester in 
Chloroform und Prolinester in Aceton oder Ather verwendet. 
Die Sternchen, die aus dem ersten Gemisch erhalten wurden, 
erwiesen sich aber ebenfalls als Dimethylhamin. 
0,04512 g Substanz (i. V.) getrocknet gaben 0,00932 g AgCl. 


0,04512 g h . . , 0,00535 g Fe,Qg. 
C,,H,,0,N,FeCl Ber. 5,23°/, Cl —-8,24°/, Fe 
Gef. 5,11 8,29 


Versuche{ mit Hamochromogen. 


In eine Rohre, durch die von unten nach oben Kohlen- 
monoxyd durchperlte, wurden 2 g Haimin in 140 ccm 2°/ iger 
Natronlauge und 20 ccm Alkohol gegeben und durch Zugabe 
von Hydrazin—Haimochromogen erzeugt. Das Natriumsalz des 
Hiimochromogens setzt sich ab und wird in Alkohol abgesaugt, 
unter Kohlenoxydatmosphiire abfiltriert, mit Ather aus- 
gewaschen und sofort im Vakuum getrocknet. Dann wurde 
in wenig ausgekochtem Wasser unter Kohlenoxydatmosphire 
gelést. Zu dieser Liésung wurde eine solche von Prolin in 
Wasser, das mit Kohlenoxyd gesittigt war, gegeben und unter 
Kohlenoxyd stehen gelassen. Kine Ausscheidung von Kry- 
stallen erfolgte nicht. Bei Zugabe von verdiinnter Essigsiure 
unter Kohlenoxyd wurde Hydroxyhimin ausgefillt. 
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II. Versuche zur Darstellung 
eines Dimethyldichlorhamochromogens. 

Haimochromogen ist sehr unbestiindig. Es wurde ver- 
mutet, daB das Dichlordimethylhimochromogen bestiindiger ist. 
Ks wurde deshalb Kisessighimin nach schon beschriebener 
Methode dimethyliert. Das erhaltene Produkt war auch in 
heiBer Soda nicht mehr léslich. Es wurde unter den Bedin- 
gungen chloriert, unter denen Zimmermann!) ein Dichlor- 
dimethylchlorhamin erhalten hat: Je 2 g Dimethylhimin wurden 
in 80 ccm Chloroform gelést und mit 0,3 g Chlor (3 Atome 
auf 1 Hiamin) in Chloroform 2 Stunden geschiittelt. Nach 
dem Abdunsten des Chloroforms bis auf '/, des urspriinglichen 
YVolumens wurde mit Petrolither ausgefallt. 

2 g Dichlordimethylhimin wurden in 50 ccm Chloroform 
in einem Rundkolben gelést, +/, g Hydrazinhydrat zugesetzt 
und Kohlenoxyd durchperlen lassen. Dabei schlug die braun- 
rote Farbe des Dichlorproduktes in die kirschrote des Hiimo- 
chromogens um. Das Spektrum wies die charakteristischen 
Streifen des Hiimochromogens auf. Das Chloroform wurde 
langsam abgedunstet (stets unter Kohlenoxyd), wobei die Tem- 
peratur nicht iiber 50° steigen darf, da sonst Oxydation ein- 
tritt. Mit Petrolither oder Alkohol konnte keine Fillung er- 
reicht werden. Es wurde deshalb vollstandig eingedunstet 
und im Vakuum vollends getrocknet, wobei sich bereits ein 
Teil des Hiimochromogens oxydiert. Der Rest war auch nur 
im Vakuum bestindig. 

Auch bei Versuchen, bei denen noch jeweils 1 ccm Py- 
ridin oder Piperidin zugegeben wurden, um das Hiamochro- 
mogen zu stabilisieren, war dieses nur im Vakuum bestindig. 
Vermutlich werden also die addierten Chloratome unter der 
Wirkung des Hydrazins wieder abgespalten. 

Der tierirztlichen Abteilung des Landesuntersuchungsamts 
schulden wir aufrichtigsten Dank fir die Unterstiitzung unserer 
Arbeit durch Uberlassung zahlreicher Blutproben und bringen 
ihn auch an dieser Stelle zum Ausdruck. 


1) Diese Zs. Bd. 153, 8. 131 (1926). 











Uber einige Pyrrolderivate. II.’) 


Von 


William Kiister und G. Koppenhofer. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir organ. u. pharmac, Chemie der Techn. Hochschule 
Stuttgart.) 


Der Redaktion zugegangen am 20, September 1927.) 


Ks darf als nicht unwahrscheinlich bezeichnet werden, dat 
die prosthetische Gruppe des Blutfarbstoffs durch Synthese im 
Tierkérper entsteht oder daB sie durch eine Umformung 
aus Aminosiuren gebildet wird, welche einen entsprechend 
substituierten Pyrrolkern enthalten. Als eine mégliche Vor- 
stufe wurde schon von Nencki*) auf das Tryptophan _hin- 
gewlesen. In der Tat k6nnte letzteres durch Aufspaltung 
seines Benzolrings ein (-Methyl-a-formyl-f-pyrrylalanin geben. 
das zur Synthese eines aminierten Koproporphyrins geeignet 
erscheint. Doch legt auch die Méglichkeit vor, daB im EKiweib- 
molekiil noch unbekannte Aminosiuren vorhanden sind und 
unter ihnen Derivate des Pyrrols. So konnte es sich vielleicht 
lohnen, Pyrrylalanine mit Substituenten in den _ iibrigen 
Stellungen des Pyrrolkerns darzustellen, um ihre Kigenschaften 
kennen zu lernen. Fir solche Synthesen muBten Formyl- 
derivate des Pyrrols herangezogen werden, von denen zu 
hoffen war, daB sie sich ahnlich wie das Furfurol*) nach be- 
kannten Methoden in die betreffenden Aminosauren iiberfiihren 
lassen wiirden. Als ein leicht zugingliches Pyrrolderivat wurde 


) 1. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 121, S. 135 (1922). 

*) Chem. Ber. Bd. 28, S. 567 (1895); vgl. auch Arch. d. Pharmac 
Bd. 253, S. 493 (1915). 

5) T. Sasaki, Chem. Ber. Bd. 54, S. 2056 (1921). 
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das 3,5-Dimethyl-4-carboxithyl-2-formylpyrrol!) in Anlehnung 
an die Angaben von T. Sasaki mit Glycinanhydrid (2,5-Di- 
ketopiperazin) kondensiert und lieferte dabei 2,2-Di-(3,5-di- 
methyl-4-carboxithylpyrral)-2, 5-diketopiperazin (I). Die Ver- 
suche, ein Monopyrralderivat zu gewinnen, schlugen alle fehl, 
trotz mannigfachster Anderung sowohl der Gewichtsverhiltnisse 
wie sonstiger Versuchsbedingungen. Es bildete sich stets das 
Dipyrralderivat in schlechterer Ausbeute, welcher Befund im 
Kinklang mit den Angaben Sasakis steht. Es erwiesen sich 
also auch in diesem Falle beide Methylengruppen des Glycin- 
anhydrids gleich reaktionsfiihig. Héchst bemerkenswert ist, 
iab das prachtvoll krystallisierende, rot gefairbte Kondensations- 
rodukt in alkoholischer Lisung selektive Absorption aufweist. 
Der eine Streifen hat sein Maximum bei 525 uu, der zweite, 
erheblich breitere, bei 475 uu. Weder das Benzal- noch das 
uralderivat weisen diese Kigenschaft auf und auBerdem sind 
sie auch weniger intensiv gefirbt. Das aus der alkoholischen 
Lésung des Dipyrralderivats nach Zusatz alkoholischer Silber- 
nitratl6sung und wenig Ammoniak ausfallende Silbersalz setzt 
sich mit Methyljodid zu einem ziegelroten, methylierten Derivat 
les Sarkosinanhydrids um. 

Die Reduktion des Dipyrralderivats wurde nach Suspension 
desselben in 90°/,igem Alkohol durch Aluminiumamalgam 
unter Neutralisation mit ganz verdiinnter Schwefelsiure aus- 
vefiihrt, sie ist beendet, sobald véllige Lésung erreicht worden 
ind die Farbe derselben rein gelb geworden ist. Sie enthalt 
dann das 2,2-Di-(3,5-dimethyl-4-carboxithylpyrry!-)methyl- 
2,5-diketopiperazin (II). Die Aufspaltung desselben erfolgt am 
besten durch 12stiindiges Kochen mit einer 20°/,igen Barium- 
hydroxydlésung. Hierbei entsteht das f-(3,5-Dimethyl-4-carb- 
oxithyl-pyrryl-2)-alanin (IJ). Diese Aminosiiure ist im Gegen- 
satz zu den meisten natiirlich vorkommenden Aminosiuren in 
Wasser recht schwer léslich, auch gelang es bisher nicht, ein 
\upfersalz herzustellen. 

Kin zweiter Weg zur Synthese dieser substituierten Pyrryl- 


'! H. Fischer u. Zerweck, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1922 (1922). 
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aminosiure wurde nach den Angaben von Grinacher!) ein- 
geschlagen. Arbeiten von Nencki und Sieber’), sowie von 
Andreasch hatten erwiesen, da’ das durch Kondensation von 
Rhodanammonium mit Chloressigsiiure entstehende Rhodanin 
sehr leicht mit Aldehyden kondensiert werden kann und dab 
(as Ringsystem des Rhodanins leicht wieder zerfallt. So wurde 

| Mol. des @-Pyrrolaldehyds mit 1'/, Mol. Rhodanin in Hisessig 
relist und die Lésung unter Zusatz <n geschmolzenem Natrium- 

cetat etwa 4 Stunden im Sieden erhalten. Das Kondensations- 
orodukt, ein (3,5-Dimethyl-4-carboxithyl-pyrral-2)-rhodanin (IV) 
krystallisierte zum Teil bereits aus der siedenden Liésung aus. 
Der Schwefel der Thioketogruppe konnte leicht durch den 
Rest des Phenylhydrazins ersetzt werden (V), beim Erhitzen des 
ae rats mit 20°/, iger Bariumhydroxydlésung oder mit 


cod 


i5°/ iger Natronlauge wird der Rhodaninring aufgespalten und 


arch vorsichtiges Ansiiuern das substituierte Pyrrylderivat 


iner 'Thiobrenztraubensiure (V1) erhalten, die mit Eisenchlorid 
keine Griinfiirbung gibt, also nicht in der tautomeren Sulfhydryl- 
form enthalten ist, wohl aber mit Hydroxylamin unter Austritt von 
Schwefelwasserstoff reagiert, wonach eine Oximsiiure (VII) vor- 


9 0/ 


liegt, die sich mit 3°/,igem Natriumamalgam glatt zur Amino- 


iiure (III) reduzieren heb. Behandelt man die «-Thioketo- 
iiure (LV) mit Monochloressigsiiure*\), so tritt Entschweflung 
ur 3,5-Dimethyl-4-carboxithyl-pyrryl-2-brenztraubensiiure ein. 
Werner wurde die Einwirkung von Aminoacetal auf trisub- 
tituierte Pyrrolderivate in Angriff genommen. Hinsberg* 
iihrte analoge Untersuchungen mit Phenolen und Phenolithern 
rae und gelangte entweder zu «,¢-Di-aryl-f-aminoithanen 
der zu «-Aryl-a-oxy-8-aminoiithanen. Bei Verwendung des 
|-Phenyl-2,5-dimethyl-3-carbox4 ithy!py rrols gelang es nun trotz 
nannigfacher Anderung der \ Pyeiediialh oll neinnintan nur ein 
¢,a-Dipyrryl-8-aminoiithan zu erhalten, denn es mubte, um eine 
1) Helv. chim. acta Bd. 5, S. 610 (1922). 
*) Jl. fiir prakt. Chem. [2] Bd.16, S. 1 (1877); Bondzinsky, 
‘lon.-H. fiir Chemie Bd. 8, S. 350 (1888). 
3) Johnson, J. Amer. Chem. Soe. Bd. 87, 8. 1856 (1915). 
*) Chem. Ber. Bd. 56, 8. 852 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift {, physiol. Chemie, CLXXII, 3 








130 William Kiister und G. Koppenhéfer, 


Kondensation zu erzwingen, Salzsiure verwendet werden, < 
daB als Zwischenprodukt der Aminoaldehyd auftrat, der nu 
mit 2 Molekiilen des Pyrrolderivats in Reaktion trat?): 


ROOC-C——CH HC(OC,H,), 
? I i = 
H,C-C C-CH, + CH, 
ae cot | 
N-C,H; NH, 
H,C-C=—C-COOR H,N R0OOC-C=—C.-CH, 
“ll | 
H,C,N | CH, NC,H; . 
Ae ~C===(1-CH, 


Der Stoti ist auBerordentlich bestindig und zeichnet sich 
durch neutrale Reaktion aus, was wohl auf die Lagerung de: 
Amins zwischen die negativen Carboxiithyle zuriickzufiihren ist 


Experimenteller Teil. 


I. Kondensation von 3,5-Dimethyl-4-carboxathyl-2-formy]- 
pyrrol mit 2,5-Diketopiperazin. 

1,95 g reinster @-Aldehyd wird mit 0,45 ¢ Glycinanhydric 
innig verrieben, das Gemisch mit 45 ccm Nisessig, in den 
2,15 ¢ geschmolzenes Natriumacetat gelést sind, iibergosse 
und 7—8 Stunden im Luftbad unter RiickfluB im Sieden er- 
halten, wobei Lésung erfolgt und allmiahlich Dunkelfarbun: 
eintritt. Beim langsamen Erkalten scheiden sich glitzernde 
bliulich-violette Krystalle ab/- Sie werden abfltriert, dan 
mehrmals mit Wasser ausgékocht, um nicht umgesetzte: 
Aldehyd zu entfernen, zweimal aus Eisessig und dann aus 
Alkohol umkrystallisiert. Die Ausbeute betriigt 60°), des ein- 
vesetzten Aldehyds. Die roten Krystalle weisen unter den 
Mikroskop eine gleichmiBig ausgebildete Gitterstruktur aui 
die alkoholische Lésung zeigt zwei scharfe Binder: I. be: 
5380—520, Il. bei 500—450. Sie sind in Chloroform seh: 
leicht, in Kisessig leicht, in Alkohol, Ather und Aceton schwere’ 
léslich. Der Schmelzpunkt liegt bei 268—269°. 


') F. Feist, Chem. Ber. Bd. 35, 8. 1546 u. 1647 (1902). 
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0,1514 g Substanz (i. V.) gaben 0,3434 g CO, und 0,0825 g H,O. 


5,360 mg ‘ ‘ » 0,568 cem N bei 20° und 737 mm 

3,925 mg ‘ ,»  0,425cem N , 21° 4, 726 mm. 

4,670 mg ‘i 5» 0,495eem N, 19° 4, 737 mm. 
3,751 mg " 6 » 381mg AgJ (Zeise)). 


Yo H,.O,N, (Mol.-Gew. 468,38). 


Ber. hy ,C 6,02°/, H eT), B 19,24°/, OC,H, 
(xef. 61.86 6.09 11.93 19,48 
_ —— 12,01 — 
12,01 


Versetzt man die alkoholische Lésung des Kondensations- 
roduktes mit einer alkoholischen Silbernitratlésung und fiigt 
iaun tropfenweise Ammoniak hinzu, so scheidet sich ein 
ilbersalz ab. Die besten Ausbeuten werden bei Ver- 
mndung der doppelten der berechneten Menge Silbernitrat 
rhalten.') Das Silbersalz zersetzt sich in wenigen Tagen, 
eim Erhitzen verpufit es. 

0,1264 g Substanz (1. V.) gaben 0,0398 g Ag. 

C,,H,,O,N,Ag, Ber. 381,64°/, Ag Gef. 31,49°/, Ag. 


1g des Silbersalzes wurde mit einem UberschuB von 
Methyljodid etwa 8 Stunden unter RiickflubB gekocht, wonach 
las Methyljodid abdestilliert und der Riickstand mit absolutem 
Alkohol ausgekocht wurde. Aus der alkoholischen Lésung 

ystallisierten ziegelrote, biischelf6rmig angeordnete Nadelchen 
us, die bei 156° schmelzen. 


8,68 mg Substanz (i. V.) gaben 0,360 cem N bei 18° und 747 mn 


4,027 mg as ‘s is 3,820 mg AgJ. 
96 Kaela ger. 11,29°/, N 18,15°/, OCH, (fiir 2 Gruppen) ” 
Gef. 11,28 18,20 


II, Reduktion des Kondensationsproduktés. 


6) 


2¢@ desselben wurden in 120 ccm 90°/,igem Alkohol 
ispendiert und mit frisch bereitetem Aluminiumamalgam 


1) Th. Curtius u. Gobel, Jl. fiir prakt. Chem. (2) Bd. 37, 8. 178 
i888): P. Karrer, Ch. Grinacher u. A. Schlosser, Hely. chim. acta 
rd. 5, S. 189 (1921). 

*) Die ,,Methyle wurden bei der Zeiselbestimmung nicht ab- 
xespalten, sie miissen also an Stickstoffatome getreten sein. 

o 
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unter stetiger Neutralisation mit 2,5°/,iger Schwefelsiure g: 
schiittelt. Der ungesittigte Stoff wurde hierbei allmihlic! 
gelést und die Lisung entfairbte sich in dem Mae, wie da- 
Amalgam verbraucht wurde. Zur Vervollstiindigung de 
Reaktion wurde noch 1 Stunde auf dem Wasserbade zur 
Sieden erhitzt. Die anfangs rot gefirbte Lésung muBb nw 


rein gelb geworden sein. Nach dem Abfiltrieren des ab- 


geschiedenen Aluminiumsulfats wurde der Alkohol im Vakuun 
bis zur Trockenheit abdestilliert, der Riickstand aus siedenden 
absoluten Alkohol unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisier: 
Das Reduktionsprodukt krystallisiert in farblosen Nadeln aus 
die bei 122° schmelzen. Die Ausbeute ist fast quantitati 


Kine Reduktion mit molekularem Wasserstoff in der Paa}l- 


schen Schiittelente wurde nicht erreicht. Dagegen wurde da 
Reduktionsprodukt auch bei der, Kinwirkung von Natrium au 


die alkoholische Suspension des Kondensationsproduktes er- 


halten. 


{ 


3,64 mg Substanz (i. V.) gaben 0,394 eem N bei 24° und 739 mu 


C,,H;.0,N, Ber. 11,87°/, N Gef. 12,10°/, N 


Der Stoff ist leicht léslich in Alkohol und Chloroforn 
schwer in Ather und EKisess’  aahezu unléslich in Petrolithe: 


III. Aufspaltung zur substituierten Pyrrylaminosdure (II1). 


1g des Reduktionsprodukts wurde mit 10 g Barium- 


hydroxyd und 75ccm Wasser mehrere Stunden unter Riickilut 


sekocht. Nach Zusatz von 50 ccm Wasser wurde filtriert unc 


das Barium mit ganz verdiinnter Schwefelsiure quantitati. 


entfernt, das Filtrat wurde im Vakuum bis zur Trockne ein- 


gedampft und der Riickstand aus siedendem 90°/,igem Alkoho 


umkrystallisiert. Die Ausbeute betragt 55°/). Die Amino- 
siiure krystallisiert in diinnen Blittchen, ist schwer léslich in 


heibem Wasser, Alkohol und Chloroform, unlésliich in Ather 


Der Zersetzungspunkt legt unscharf etwa bei 180—186°. Die 
5 o 

wiBrige Lésung weist saure Reaktion auf, durch Kochen der- 

selben mit frisch gefilltem Kupfercarbonat konnte ein lésliches 


Kupfersalz nicht erhalten werden. 
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4,74 mg Substanz (i. V.) gaben 0,47 cem N bei 18° und 739 B 
3,68 mg 363 com N ,, 16° , T47 5B 


6,85 mg 64mg AgJ (Zeisel). 


‘ r ey : ’ me tvs ws ro : ; 
Cie ,0,N, Ber. 11,02°/, N 17,72°/,. OCH, 
Gef. 11,32 17,92 


11,45 in 


IV. Kondensation von 3,5-Dimethy!-4-carboxithyl-2-formyl- 
pyrrol mit Rhodanin ([V). 

1,95 ¢ des a-Pyrrolaldehyds werden mit 1,65¢ Rhodanin 

n 45 ccm EKisessig unter Zusatz von 2,6 ¢ frisch geschmolzenem 

Natriumacetat etwa Luftbade unter RiickfluB 

Die Lésung farbt sich allmihlich dunkel 


and nach 1—2 Stunden scheiden sich aus der siedenden Liésung 


4 Stunden im 


uum Sieden erhitzt. 


lie ersten Krystalle des Kondensationsproduktes ab. Am Ende 
ler Reaktion ist der ganze Kolbeninhalt von Krystallen er- 


‘illt. Nach dem Erkalten werden sie abgesaugt und aus 
Ather—Alkohol (1:1) oder aus Aceton umkrystallisiert, wobei 


richtige scharlachrote, auBerordentlich stark verfilzte Nadein 
erhalten werden, welche bei 253—-255° schmelzen und sich 
In Wasser sind sie unléslich, 
schwer léslich in Alkohol und Ather, am reichlichsten werden 


sie yon Aceton geldst. 


labei gelbbraun verfirben. 
> 


/ 
ini 


Die Auspeute betriigt etwa 80° 


0,2498 ¢ Substanz (i. V.) gaben 0,4636 g CO, und 0,0984 g H,O. 


2,916 mg ‘ m » 0,224 eem N bei 16° und 727 mm. 
3,010 mg 0,236 eem N , 16° ,, 727 mm 
0,2058 ¢ . ye »  9,3060 g BaSO,. 
0,2083 ¢ és - 4 90,3100 g ™ 
3,40 mg es ‘ »  2,56mg¢ AgJ (Zeisel). 
C,5H,,0;N,5, (Mol.-Gew. 310,32) 
Ber. 50,28°, C 4,55°/, H 9,03, N 20,67°/, S 14,52°/, OC,H, 
Gref. 80,68 4,41 8,68 20,42 14,44 
~—- 8,86 20,44 - 
VY. Phenylhydrazon des Pyrralrhodanins (V). 
1 g des substituierten Pyrralrhodanins ([V) wurde in einem 


‘yemisch von 30 ccm Ather und Alkohol (1:1) gelést und mit 
emem Uberschu8 einer Lésung von Phenylhydrazin in ver- 
diinnter Essigsiure (1 Vol.:1 Vol. 50 °/,iger Essigsiiure + 5 Vol. 
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Wasser) kurze Zeit unter Riickflub gekocht, wobei Entwicklung 
von Schw efelwasserstoff bemerkbar ist. Beim Erkalten scheide: 
sich ein rotes Produkt ab, das nach der Umkrystallisation 
aus Benzol in derben, stark verfilzten Nadeln erhalten wird, 
die bei 272—275° unter Zersetzung schmelzen. 

2,035 mg Substanz (i. V.) gaben 0,256 eem N bei 17° und 745 mm. 


5 


C.9He,0,N,8 Ber. 14,58°/, N Gef. 14,52 °/, N. 


VI. Die Aufspaltung des Kondensationsproduktes (LV) 
wurde beim etwa 3stiindigen Erhitzen von 1,5 g desselbe: 
mit 8 ¢ Bariumhydroxyl in 50 ccm Wasser erreicht. Durch 
hiufiges Umschiitteln geht das Produkt mit gelbroter Farbe 

Lésung und nun wird die siedende heife Lisung méglichsi 
rasch vom Barytschlamm abgesaugt und in einer Kialte- 
mischung stark abgekiihlt, woravf erst iuBerst vorsichtig mit 
emer etwa 1°/,igen Salzskure angesiiuert wird. Das Derivat 
der Thiobrenztraubensiiure fallt dabei in hellgelben Flocker 
aus, die nur durch Auswaschen gereinigt werden kénnen. Bei 
jedem Versuch, den Stoff aus einem Lésungsmittel um- 
zukrystallisieren, trat sofort Verschmierung ein.') Die Substanz 
zersetzt sich beim Erhitzen volistindig bei 196°. 


4,27 mg Substanz (i. V.) gaben 0,198 eem N bei 19° und 733 mm. 


0,2012 ¢ ss is » 08,1718 g BasQ,. 
C,,H,,0O,NS Ber. 5,20°/, N 11,92 °/, S 
Gef. 5,23 11,73 


VII. Der Austausch des Schwefels gegen die Nitroso- 
gruppe erfolgte beim Kochen einer Lisung von 1 g des Thio- 
brenztraubensiurederivats mit einer filtrierten idictedion 
Hydroxylaminlésung am RiickfluBkihler (10 cem einer Lisung 
von 3g Natrium in 100 ccm Alkohol und 10g) in’ wenig 
Wasser gelésten Hydroxylaminchlorhydrats. Nach 1! stiindige: 
Kinwirkung wurde der Alkohol auf dem Wasserbade ab- 
gedampft und der sirupése Riickstand in wenig Wasser unter 
Zusatz einer geringen Menge Natronlauge geldst. Die filtrierte, 





*) Er wird aber durch wiederholtes Lésen in Natronlauge und 
Wiederfiillen mit verdiinnter Siiure im reinen Zustand erhalten. 
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aul —10° abgekithlte Losung scheidet beim Ansiiuern mit 
°/,iger Schwefelsiure gelb gefirbte Flocken der Oximsiure 
aus, die sich aus einem Gemisch von Benzol und T'oluol 
umkrystallisieren lassen, wobei farblose Blittchen vom Schmelz- 
inkt 218° erhalten werden. 
9,68 mg Substanz (i. V.) gaben 0,901 cem N bei 28° und 742snm. 


C..H,,0;N, Ber. 10,45 °/, N Gef. 10,48 °/, N. 


VIII. Die Reduktion der Oximsaure zur Aminosaure (I11). 
0,6 g¢ der Oximsiure wurden in der 5fachen Menge 
bsoluten Alkohols gelést, frisch bereitetes 2°/,iges Natrium- 
malgam hinzugefiigt und durch Zusatz von Milchsiure unter 
niufigem Umriihren dafiir gesorgt, daB die Lésung stindig 
sauer reagiert (Lackmuspapier). Ks wird dabei auf dem sieden- 
1 Wasserbade erwirmt, so daB stets eine lebhatte Wasser- 
toffentwicklung stattfindet. Nach 12 Stunden ist die Reduk- 
tion beendet und es hat sich bereits ein Teil der Aminosiure, 
lie in absolutem Alkohol schwer léslich ist, abgeschieden. 
wihrend das Natriumlactat sehr Jeicht léslich ist. Es wird 
filtriert und das Hiltrat durch eine Kialtemischung stark 
ibgektihlt, wonach sich die Hauptmenge der Aminosiure ab- 
scheidet. Das Filtrat wird im Vakuum zur Sirupskonsistenz 
ingedampft und der Riickstand mit wenig absolutem Alkohol 
charf angerieben, wobei noch ein wenig von der Aminosiure 
halten wird, die nur aus 90°/,igem Alkohol umkrystallisiert 
‘ird. Sie wird als ein farbloses, grobkérniges Krystallpulver 
erhalten, das sich mit dem auf anderem Wege (vel. bei III. 
S. 32/133) dargestellten identisch erwies, z. B. wurde der Misch- 
etzungspunkt bei 184° beobachtet. Die Ausheute betrug 
twa 62 a 
6,96 mg Substanz (i. V.) gaben 0,684 cem N bei 18° und 740 mm. 
C,,.H,,0,N, Ber. 11,02°/, N Gef. 11,24°/, N. 


IX. Entschwefelung des Thiobrenztraubensaurederivats. 

1 g desselben wird mit einer Lisung von 1 g Monochlor- 
essigsiure in 10 com Wasser 4—5 Stunden im Rohr auf 140° 
erhitzt. Beim Offnen des Rohrs wird Geruch nach Schwefel- 
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wasserstoff wahrgenommen, der dunkel gefirbte Réhreninhal 
wird auf ein Filter gebracht und aus 96°/,igem Alkohol um- 
krystallisiert, wonach schwach gelb gelhi Prismen vow 
Schmelzp. 192° erhalten werden, léslich in Alkohol, Athe: 
Chloroform, Eisessig und Essigester. 


4,71 mg Substanz (i. V.) gaben 0,232 cem N bei 16° und 746 mn 
3,025 mg ” ‘ » 2,79 mg Ag. 
ehh KORN ber. 6,63°/, N 17,79" /, OU, 
Gef. 5,71 17.69 


X. Kondensation von Aminoacetal mit 1-Phenyl-2,5-dimethyl. 
3-carboxathylpyrrol. 


249 des Pyrrolderivats werden, fein gepulvert, in 5 cc: 
Aminoacetal gelést, die Lisung unter kriftigem Umschwenke: 
sehr vorsichtig tropfenweise mit 35' Jato Salzsiiure versetzi 
bis saure Reaktion eingetreten ist, 10—-15 Minuten zum Siede: 
erhitzt und hierauf noch 2 Stunden im siedenden Wasserbad: 
belassen, Beim langsamen Erkalten erstarrt dann die ganz 
Kliissigkeit zu einer harzigen, braunroten Masse, die nun mi 
Hilfe von Alkohol und Ather auf ein Filter gebracht und 
fters mit Ather ausgewaschen wird. Durch mebrmalige Um 
krystallisation aus Amylalkohol erhielt man farblose Rhombe: 
die im geschlossenen Réhrchen bei 246° zu emer klaren Fliissig- 
keit schmelzen, nachdem bei 242° Sinterung eingetreten ist. 
Bei 231° krystallisiert dic Fliissigkeit wieder aus. Das Wieder 
schmelzen findet bei 246° statt. 


5,07 mg Substanz (i. V. bei 45°) gaben 0,853 cem N bei 16° 1 
737 mm. 

5,21 mg Substanz (i. V. bei 45°) gaben 0,382 cem N bei 16° un 
736 mm. 

2,425 mg Substanz (i. V. bei 45°) gaben 2,15 g Ag. 


3,15 mg » by » 489 » @ ibe Mel. 
ywHy,0,N, (Mol.-Gew, 527,5) Ber. 7,97°/, N ——-17,08°/, OC,H 
Gef. 7,98 17,01 
8,39 16,74 


XI. Kine Lésung von 5g 1-Phenyi-2,5-dimethyl-4-carbox- 
ithylpyrrol in 20 cem 96 *aeaaen Alkohol wird nach Zusatz 
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von 3ccm Formaldehydlésung und 0,5 ccm 38°/,iger Salz- 
siure aufgekocht. Beim Erkalten krystallisiert das zweikernige 
ondensationsprodukt [ Bis(1-Phenyl-2,5-dimethyl-4-carboxiithyl- 
»yrryl-3)-methan] in groBen, prichtig ausgebildeten zugespitzten 
Prismen aus. Schmelzp. 102°. 


4.74 mg Substanz (i. V.) gaben 0,236 cem N bei 18° u. 739 mm B. 
oO ©) 


3,028 mg 2 ‘s » 0,287 mg AgJ (Zeisel), 
C,,H,,0,N, Ber. 5,62°/, N 18,08 °/, OC,fi, 


Gef. 5,68 18,18 
Bei der Einwirkung von Chloranil in Lésung yon Aceton 
ritt zunichst schwache Griinfirbung ein, allmahlich wird daun 
lie Lésung intensiy rot. 
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>. Mitteilung tiber individuelle Blutuntersuchungen 


Nach Versuehen der Herren Dr. A. Job und M. Greiss 
mitgeteilt von 


William Kiister. 


Aus dem Labor. fiir organ. u. pharmac. Chemie der Techn. Hochschule Stuttgart. 
(Der Redaktion zugegangen am 24. September 1927.) 


Wihrend auf das Bestehen von Isomerie bei alkylierte: 
Hiiminen des dfteren hingewiesen werden konnte}), sind ge- 
nauer definierbare nicht alkylierte Hiimine bisher nur beim 
Rhodanhiimin’) beschrieben worden. DaB aber auch beim 
Chlorhimin verschiedene Modifikationen existieren, geht schor 
aus der Untersuchung von Zaleski und Merunowicz’) hervor. 
die bei einigen ihrer mit Hilfe yon Aceton—Schwefelsiure 
hergestellten Priparate die Méglichkeit der Uberfiihrung in 
das Kisessighiimin beobachteten und Teichmannsche Kry- 
stalle neben diinnen Nadeln schon bei der Darstellung des 
Acetonhiimins auftreten sahen. Sie haben aber ihre Resultat: 
nicht fiir das Vorlegen von Isomerie ausgewertet, wohl wei 
sie bei der Analyse des rohen Hiimins nicht genau stimmende 
Werte, u. a. fiir den Kohlenstoti zu hohe Werte erhielten, ohne 


') Auber in der Krystallform und den Léslichkeitsverhiltnissen 
unterschieden sie sich gegeniiber einer 5°/,igen Sodalésung. Die einc 
Form ist bestiindig, andere geben ihr Halogen, ohne in Lésung zu gehen 
mehr oder weniger weitgehend ab. Vgl. Chem. Ber. Bd. 58, 8. 1025, 
Anm, (1925). 

*) Diese Zs. Bd. 129, 8. 158 (1928). 

*) Bulletin de l’académie des sciences de Cracovic, Juli 1907, 8S. 635; 


Chem. Zbl. 1908, I, S. 1058. 
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den Grund hierfiir in einem Gehalt an Methoxyl zu finden. 
Von Wichtigkeit fiir die Beurteilung der Isomerie ist die Be- 
obachtung von Zaleski, wonach beim ,,Umkrystallisieren~ 
dann 'Teicnmannsche Krystalle auftreten, wenn eine Tempe- 
ratur von tiber 80° eingehalten und das Erwiirmen lingere 
Zeit fortgesetzt wurde. 

Wir haben nun auch Aceton—Chlorhaimin nach Zaleskis 
Verfahren hergestellt und dabei meist recht geringe Ausbeuten 
erhalten, noch geringere als sich aus Zaleskis Angaben 
chitzen laBt, wonach etwa 2¢ pro Liter Blut gewonnen 
wurden. Dal hier die Methode in der Hauptsache maigebend 
ist, geht aus der folgenden Zusammenstellung hervor. Hs 


lreferte: 
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Natiirlich spielt auch der Gehalt des Blutes an Hiimeglobin 
ue Rolle, so diirfte das alte Pferd (Nr. 3) z. B. anormal wenig 
Slutfarbstoff im Liter enthalten haben, da auch aus den Blut- 
Orpern desselyen Tiers nur 1,2 g Acetonhiimin pro Liter er- 
halten wurden. Doch scheint auch noch ein anderer Faktor 
KinfluB zu haben. So erhielt Herr Dr. Job 1,7 bzw. 1,6 g 
Acetonchlor- bzw. -bromhiimin aus je einem Liter Blut alter 
\lihe, wihrend er aus derselben Blutmenge junger Tiere nur 
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0,7 bzw. 0,8 g gewinnen konnte.1) Ahnliche Beobachtunge 
wurden nun n¢ euerdings wieder gemacht und so diirften jung: 
‘Tiere vielleicht einen Blutfarbstoff enthalten, der sich bei de: 
Acetonmethode, ‘hel der cine verdiinntere Schwefels’ure an- 
sewendet wird als bei den Alkoholverfahren, als schwerer zer- 
legbar erweist, ee Beobachiung weiter verfolgt werden 
soll, da sie vielleicht eine T'rennung der in solehem Blut vo: 
handenen Himoglobine gestatten wird. Entsprechend diirfte: 
‘iltere Tiere leicht zerlegbares Hiimoglobin in gréBerer Menge 
enthalten, wie aus den Versuchen Nr. 5 und 6 hervorgeht.- 
Bei letzterem wurde nur ‘leil A aus dem Extrakt erhalten, 
Teil B ieee erschépfendes Extrahieren des_riickstindige: 
Koaguiums mit Aceton. 


4 


Das Acetonhiimin krystallisierte meist in zweierlei Forme 

und zwar wurden Nadeln neben T'eichmannschen Kry- 
beobachtet. Fraktion 6. B bestand nur aus letztere 

und war in Natriumbicarbonat unléslich. Hier lag also ,,His- 
essighiimin* vor, das ofiensichtlich unter der langdauernden Ein- 
wirkung des Acetons sekundiir entstanden war, denn Fraktion A 
bestand aus Nadeln, die sich im Lauf weniger Tage in Teich- 
mannsche formen umwandelten. Beide Formen waren abe 


oO 
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pete 
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pa 
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in Bic léslich, nach der Umscheidung nach der E1:- 
essigmethode, die auch bei Fraktion A mit guter Ausbeut 
verlief, hatte sich aber der Ubergang in das in Bicarbonat 
unlésliche Kisessighiimin vollzogen. Da es nun auch ein Aceton- 
hiimin gibt, das sich nicht oder mit minimalen Ausbeuten nac. 
der EKisessigmethode umscheiden 1iBt, haben wir es zw 
mindesten mit vier Modifikationen isomerer Stoffe von de 
Zusammensetzung (C,,H,O,N,feCl, zu tun, mit welche 
Formel auch die waa rihrten An: alysen iibereinstimmen. Nw 


Auch dieses Blut enthielt allerdings nur wenig Hiimoglolin, 


nur 2,1 g Lisessighimin pro Liter erhalten wurden. 

*) Der Stier soll zwar nur 11/, Jahr alt gewesen sein. Es blei! 
aber dahingestellt, ob diese vorin Metzger gemachte Angabe der Wahrheit 
entspricht. Wenn ein Stier fiir die Sehlachtbank bestimmt wird, diirfte 
in den allermeisten Fallen sein héheres Alter und die damit verbunden 
Herabminderung seiner Leistungsfihigkeit ausschlaggebend gewesen sein 
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wurde in der vierten Abhandlung iiber individuelle Blutunter- 
suchungen die Méglichkeit von vier Formen nicht alkylierter 
Hiimine an der Hand von Betainbindungen erértert.!) Die 
seitdem schon recht sicher bewiesene Lactonstruk te LaBt 
‘benfalls vier isomere Chlorhiimine voraussehen, wenn davon 
abgesehen wird, daB die erste ungesiittigte Seitenkette mit der 
wweiten reagieren kann*) und auch davon, dali Carboxyl b mit 
letzterer fihnlich zu einem Lacton zusammentreten kinnte wie 
Carboxyl a mit der ersten ungesiittigten Seitenkette.® 

Die Anzahl der lsomeren erhéht sich aber, da im Himin 
nit hoher Wahrscheinlichkeit ein Doppelmolekiil yorliegt, durch 


ZusammenschlubB zweier Molekiile an der Radikalstelle |C—| 


entstanden, denn dann kénnen Kombinationen dieser vier 


‘ormen vorhanden sein, z. B. eine solche von 1 und 3, die 
iso auf das Doppelmolekiil drei Carboxyle enthilt. Dafiir 
spricht, daB bei der Eimwirkung von Diazomethan auf Aceton- 


ys js *) f | ae uk ‘ . Al Oe a ie ’ ‘ 7h 
imine der Methylierungsgrad ,3“, den auch die bei der Auf- 


arbeitung des Blutkoagulums mit Hilfe von Methylalkohol- 


chwefelsiure gewonnenen methylierten Himin so hiiufig aut- 
eer bei einem ‘l'eil des eimgesetzten Himins erreicht 
urde, wihrend Kisessighimin zum kleimsten ‘Teil héchstens 
onomethyliert wird. Hs ist dann ferner angenommen worden, 
af Pyridin einen dissoziierenden EinfluB auf das Doppel- 
nolekiil ausiibt, daneben aber sich sowohl in die Chlorferri- 
vie in die Lactongruppe einlagert. Nach Wiederwegnahme 
ies Pyridins durch verdiinnte Siiuren entsteht dann ein Hydr- 
xyhimin, also ein Stoff mit 5 Sauerstoffatomen. Es muf 
lemnach ein einmaliger Austritt von Wasser erfolgt sein, da 
1) Diese Zs. Bd. 151. &. 64 (1926). 
Im Sinne der Anordnung: —C H=CH 


Laie 

a - 
i YTq 
—C=CH, 


3) Hier wiirde sich ein Lacton mit einer primaren Alkoholgruppe 
‘geben: —COO-—. 


) ° 
—CH,—CH, 
‘) Diese Zs. Bd. 151, S. 63 (1926). 
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das primiire Produkt 6 Atome Sauerstoff enthalten sollte. Nach 
welcher Richtung dieser Wasseraustritt erfolgt, ist noch un- 
wkannt. Das irei gewordene Carboxyl braucht sich nicht 
iabei zu beteiligen, jedenfalls wird eine zweite saure Gruppe 
frei}, da ein durch die Kinwirkung von Pyridin veriindertes 
\cetonhimin durch Diazomethan zu 42°/, eine Dimethylierung 
rfuhr, bzw. eine ‘etramethylierung auf das Doppelimolekiil 
ezogen, wenn das regenerierie Hiimin wieder ein solches vor- 
telit, was aber wohl angenommen werden darf. Fiir den Kin- 
‘uB des Pyridins in der geschilderten Art spricht auch die 
‘ecobachtung, daf bei der ..Umscheidung“ von EKisessighiimin 
lie Dauer der Einwirkung des Pyridins fiir das Entstehen 
nestimmter Himinmodifikationen bzw. Kombinationen derselben 
in Doppelmelekiil von Bedeutung ist. Nur bei kurzer Kin- 
virkung wird wieder Hisessighimin erhalten, hat die Pyridin- 
Chloroformlésung des letzteren lingere Zeit gestanden, so 
kommt beim Eintragen in Hisessig ein modifiziertes Himin 
neraus und dieselben Krfnhrungen wurden bei Acetonhiminen 
iin, wenn sie sich umscheiden leBen. 

Zu den Resultaten bei der Kinwirkung von Diazomethan 
nub pers bemerkt werden, daB auBer der Methylierung in 
ien meisten Killen eine Verinderung anderer Art eintrat, die 

mit sich brachte, da8 die methylierten Hamine nicht men 
vystallisierten. In Frage kommt “jedenfalls eine Reduktion.? 
Hine ahnliche Wirkung auf die Chlorferri- und die Lacton- 
ruppe wie das Pyridin kommt auch dem Anilin zu, wiihrend 
ime Dissoziation des Doppelmolekiils durch dieses Liésungs- 
nittel nicht stattfindet, da die Liésung kein hiimochromogen- 
riiges Spektrum aufweist, es sei denn, daf tatsiichlich eine 
neduktion des Radikals stattfindet.’) Durch beide Basen wird 
Chlor schlieBlich herausgenommen, doch unterscheiden sich die 
1) Diese stellt die Oxyvinylgruppe vor. Sie wird auch von Diazo- 
acthan methyliert, 1iBt sich dann aber im Gegensatz zum Carboxylester 
lurch Zinkacetat verseifen, wie aus den mit H. Bosch verdéffentlichten 
Versuchen hervorgeht (Diese Zs. im Druck). 
*) Vgl. Diese Zs. Bd. 168, 8. 305 (1927). 
') Vgl. Diese Zs. im Druck (Arbeit mit H. Bosch). 
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Himinmodifikationen wesentlich, indem Hisessighimin sein 
Chlor viel schwerer und unvollstindiger verliert als die scho: 
in Natriumbicarbonat léslichen Acetonhimine, besonders wei 
es sich um solche Modifikationen handelt, die sich auch in 
mit verdiinnter Schwefelséure angesiituertem Alkohol aufléser 
und in dieser Lésung Chlorionen enthalten. 

Merkwiirdigerweise entsteht aus ibnen nun ein De(hydro- 
chloridjhiimin, d. h. also ein Stoff mit 4 Sauerstoffatomen, 
wihrend Eisessighimin mit nicht ionisierbarem Chlor Hern 
Job ein Hydroxyhiimin lieferte.!) Durch Pyridin § scheine: 
immer letztere zu entstehen. Da nun in der prosthetische: 
Gruppe des Himoglobins beide Carboxyle frei sind, wiirde die 
Kombination 1-+-1 (vgl. S. 142) das Bild des primiir entstehende: 
Acetonhimins vorstellen. Es wird die am stirksten saure 
Form sein, in Bicarbonat léslich, sie wird auch ionisierbares 
Chlor enthalten, d.h. ihr Chlor steht sowohl zum Kisen wie 
zu beiden basischen Stickstoffatomen in Beziehung. Es diirft: 
die Form sein, welche sich nach der EKisessigmethode nicht 
umscheiden J&8t*) und sich tiberhaupt durch groBe Labiliti 
auszeichnet. Wahrscheinlich liegt schon in der bei der Her 
stellung des Acetonbiimins hiufig auitretenden Nadelform di 
Kombination 1 + 2 vor, die man ihrerseits durch Temperatur- 
erhéhung ihrer Lésung in Aceton, wie es Zaleski beobachtete, 
oder sogar spontan die Kombination 1 -+ 3 oder 2 -+- 3 iiber- 
geht, um dann durch Kisessig vollends in 4 + 4 iiberzugehen. 
Durch Basen werden diese Bewegungen riickliufig beeinfluf 
und so erklirt sich, daB die Dauer der Einwirkung von Anili 
und geringe Unterschiede in der ‘Temperatur unter sons 
gleichen Bedingungen auf das Entstehen bestimmter Kombi- 
nationen einen KinfluB haben. 

Vielleicht gelingt es unter Verwertung dieser Erkenntniss¢ 
und durch systematische Versuche zu solchen zu_ gelange 


') Sehr hiiufig wurde das Auftreten eines Gemisches von De(hydre- 
chlorid)- und Hydroxyhimin beobachtet, immer nach dem Ausfall di 


Analysen zu urtcilen. 
*) Vielleicht sind auch die Bedingungen noch nicht bekannt, unt 
) 
denen diese Umwandlung erzwungen werden kann. 
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und sie scharf zu charakterisieren, ferner auch den Unterschied 
aufzuklaren, der offensichtlich zwischen der Wirkungsweise des 
Anilins einerseits, des Pyridins andererseits besteht. 


Experimenteller Teil. 

I.') Das Koagulum aus 16 Liter Blutgemisch zweier alter 
Kiithe (A) bzw. das aus 15,5 Liter Blutgemisch zweier junger 
Kiihe (B) wurde pro Liter Blut mit 600 ccm Aceton und 
30 ccm 50°/,iger Schwefelsiure 1'/, Stunde digeriert. Die 
Filtrate und Prefsifte gaben 8,5 Liter (A) bzw. 8,0 Liter 
Extrakt. Nach 3 Tagen wurde der zerriebene PreBkuchen 
einer zweiten Extraktion mit etwa der Hilfte des zuerst ver- 
wendeten Aceton—Schwefelsiuregemisches unterworfen, wonach 
er nur noch grau-griinlich gefarbt war. Die Extraktmengen 
betrugen 4,7 (A) bzw. 4,3 Liter (B). Die vereinigten Ausziige 
A bzw. B wurden je zur Hilfte auf Chlor bzw. Bromhimin 
verarbeitet, dabei wurde nach Zusatz der Chlor- bzw. Brom- 
wasserstoffsiure [85 ccm (1,12) bzw. 40°/,ig, mit KBr gesiittigt] 
sofort gekiihlt. Nach 2 Tagen wurde der ausgefallene Kry- 
stallbrei abfiltriert, das Filtrat auf die Hialfte eingedampft, 
nach 3 tiigigem Stehen wieder filtriert, auf ein Viertel des urspriing- 
lichen Volumens konzentriert, worauf eine dritte Krystallisation 
erfolgte. Alle Fraktionen wurden 8 Tage mit Ather extrahiert, 
wobei auch etwas Farbstoff mitgerissen wurde. Die Ausbeute 

















betrug: 
A B 
| Ry GCI: MR e yen 
Chlorhiimin | Bromhamin | Chlorhéimin | Bromhiimin 
—_——— —————- = : 
1, Fraktion 9,5 | 9,0 3,8 4,2 
— 3,4 | 2.9 1,8 1.7 
3. i 1,0 | 1,2 0,1 | 0,2 


Die vereinigten PreB- und Fraktionssifte blieben vor der 
Verarbeitung 3 Tage stehen. Die 3. Fraktion léste sich sehr 
flees es \ 


') Abschnitt I—I]1 und V aus der Dissertation von Dipl.-Ing. 
A. Job, Stuttgart 1923. Abschnitt IV aus der Dissertation von Dipl.- 
Ing. M. Greiss, Stuttgart 1926. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXII, 10 
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viel leichter in mit verdiinnter Schwetelsiure angesiuertem 
Alkohol auf als die erste. Alle Priparate zeigten die Formen 
der Teichmannschen Krystalle mit Neigung zur Drusen- 
bildung, lésten sich aber sowohl in Natriumbicarbonat, wie in 
angesiuertem Alkohol oder Aceton, in einer 0,1°/,igen Lésung 
von sekundirem Natriumphosphat waren sie unldéslich. 
A. 0,1602 g Substanz (50°) gaben 0,3695 g CO, und 0,0736 g H,O. 
0,1921 g , (50% ., 0,0406 g AgCl u. 0,0232 g Fe,0,. 
(C,,H,,0,N,FeCl), Mol.-Gew. (648,74), 
Ber. 62,929), C 4,51% H  8,61°/, Fe 5,47, Cl 
Gef. 62,92 5,14 8,45 5,28 


a) Die Umscheidung der 1. Fraktion nach der Hisessig- 
methode gelang mit 80°/,iger Ausbeute, wenn die Liésung in 
Pyridin—Chloroform midglichst rasch weiter verarbeitet wurde, 
die Ausbeute reduzierte sich auf 70°/,, wenn diese Liésung 
48 Stunden stehen geblieben war, auch war im ersten Fall 
das Umscheidungsprodukt erst im Laufe von Stunden, im zweiten 
bereits nach 5 Minuten deutlich in Bicarbonat léslich, ferner 
léste es sich im ersten Fall nicht mehr in angesiuertem 
Alkohol, im zweiten fand in der Wirme Lésung statt. 

b) Einwirkung von Anilin auf 2 g der 2. Fraktion.}) 

Erhalten wurden 1,5g eines hellbraunen amorphen Stoffes, 
der sich in mit verdiinnter ‘Schwefelsiure angesiuertem 
Alkohol léste. 

Das Chlor war weitgehend entfernt worden. 


0,1586 g Substanz (50°) gaben 0,0011 g AgCl und 0,0203 g Fe,O, = 
0.17°, Cl und 8,96°/, Fe. 


c) Die Lésung von 1 g Haémin in 14 g frisch destillierten 
Pyridins wurde */, Stunde geschiittelt, dann in 3/, Liter Wasser 
eingetragen und die nunmehr vorliegende kolloide Lésung mit 
Kssigsiure bis zur Fallung versetzt. Der amorphe Nieder- 
schlag wurde pyridinfrei gewaschen. Ausbeute 0,8 g, leicht 
léslich in angesiiuertem Alkohol. Aus dieser Lésung fillt 
Salzsiure ein chlorhaltendes Hiimin aus. 


') Vel. Diese Zs. Bd. 40, S. 408 (1904). 
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Der durch Pyridin erhaltene Farbstoff erwies sich als ein 
Hydroxyhaimin, das noch etwa 6°/, Chlorhimin enthilt. 

13,635 mg Substanz (40°) gaben 31,89 mg CO,, 6,21 mg H,O und 
1,66 mg Fe,Og. 

0,1591 g Substanz (40°) gaben 0,0022 g AgCl und 0,0200 g le,Qg. 

C,,H;,0;N,Fe (Mol.-Gew. 630,29) 
Ber. 64,76°), C 4,80°,, 8,86°/, Fe 0,0°/, Cl 
Gef. 63,81 5,10 - 8,80 _ 

, — -— 8,52 0,8 

d) Nach der Einwirkung des aus 1,5 com Nitrosomethy]l- 
urethan entwickelten Diazomethans auf eine Suspension von 
| g Acetonhaimin in 100 ccm Aceton waren 0,18 g eines 
amorphen Stoffes in Aceton, Methylithylketon und in Chloro- 
form léslich geworden. Die Léslichkeit in angesiiuertem 
Alkohol blieb bestehen, der Chlorgehalt war etwas vermindert 
worden, was auf die ionogene Bindung des Chlors hinweist.?) 

3,608 mg Substanz (60°) gaben 1,66 mg AgJ = 2,94°/, CH. 

2,840 mg - (609) , 1,84mg , = 3,08, , 

83,8 mg ‘ (60°) ., 156mg  ,, und 10,0mg Fe,0O, 
1,61°/, Chlor und 8,35°/, Fe. 

Bei 18°/, des eingesetzten Himins sind demnach drei 
Carboxyle im Doppelmolekiil methylert worden, entsprechend 
trat hier erst durch erwiirmte Soda Lésung ein. Der in Aceton 
unléslich gebliebene ‘Teil des eingesetzten Hiimins hatte den 
vollen Chlorgehalt, war ganz wenig methyliert und liste sich 
noch in Bicarbonat aut. 

0,1832 g Substanz (60°) gaben 0,0415 g AgCl und 0,0229 g Fe,O0,= 
),60°/) Cl und 8,74°/, Fe. 

3,957 mg Substanz (60°) gaben 0,380 mg AgJ = 0,61°/, CHsg. 

5,945 mg ‘s (60°) .,, 0O,887mg , = 0,43°, 

A’. a) 3g des in Anilin verhialtnismiBig leicht léslichen 
Aceton(brom)himins gaben 2,5 g eines braunen amorphen 
Stoffes, der nach der Analyse zu urteilen an 95°/, aus einem 
De(hydrobromid)himin bestand. 

9,205 mg Substanz (50°) gaben 22,175 mg CO,, 4,335 mg H,O und 
1,16 mg Fe,O, 

0,1891 g Substanz (50°) gaben 0,0022 g AgBr. 


1) Vgl. Diese Zs. Bd. 109, S. 108 (1920). 


A 10* 
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C;,H,,0,N,Fe') (Mol.-Gew. 613,28) 

Ber. 66,55°/, C 4,77°/, H 9,10°/, Fe 0,0°), Br 
Gef. 65,72 5,27 8,85 0,5 

hb) Durch Behandlung mit Pyridin wurde dagegen ein 
Hydroxyhimin erhalten, das nur noch 1—2°/, Bromhimin 
enthielt, nach dem Ausfall der Analysen zu urteilen. 

8,485 mg Substanz (i. V.) gaben 20,1 mg CO,, 4,09 mg H,O und 
1,05 mg Fe,O,. 

0,1551 mg Substanz (i. V.) gaben 0,0005 g AgBr. 

(C;,H3,0,N,Fe), 
Ber. 64,76°/, C 4,80°/,H  8,86°/, Fe —_0,0°/, Br 
Gef. 64,63 5,39 8,66 0,14 

Beide Praparate lieBen sich durch Lésen in mit wenig 
konzentrierter Schwefelsiure angesiiuertem Methylalkohol aus 
der zum Sieden erhitzten Lésung durch 66°/, ige Bromwasser- 
stoffsiure als dimethylierte Bromhimine fillen, die in heifer. 
Kssigsiiure léslich waren und beim Erkalten dieser Lésung in 
Form kleiner Wiirfel und in Nidelchen herauskamen. Die- 
selben Formen konnten beim Umkrystallisieren aus heiBem 
Benzol erhalten werden. Leichtléslichkeit zeigte sich in Aceton 
und Chloroform, heiBe Soda léste nicht. 

a) 10,815 mg Substanz (i. V.) gaben 7,01 mg AgJ = 4,3°/, CHsg. 

0,1981 g . 0,0521 g AgBr und 0,02175 ¢ 
Fe,O, = 11,20°/, Br und 7,68°/, Fe. 
b) 8,960 mg Substanz (i. V.) gaben 5,87 mg AgJ = 4,18°/, CHg. 
0,11875 g ; " ., 0,03085 g AgBr und 0,01319 ¢ 
FeO, = 15,06°/, Be-aund 777°), He. 

B. Bei der Einwirkung von aus 1,5 ccm Nitrosomethyl- 
urethan entwickelten Diazomethan auf 0,5 g Bromhimin in 
Acetonsuspension gingen 0,12 g in Lésung und erwiesen sich 
wieder als trimethyliert, auf das Doppelmolekiil bezogen. 

8,590 mg Substanz (i. V.) gaben 4,51 mg AgJ = 3,35°/, CH. 

0,0832 g . . »  0,0189 g AgBr = 9,67°/, Br. 

Auch hier war also teilweise Herausnahme des Halogens 
durch das Diazomethan erfolgt. 


') Es ist angenommen, daf ein durch Anilin reduziertes einfaches 
Molekiil vorliegt. 
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IB. Nach der Eisessigmethode wurden aus 1! Liter Blut 
2,1 ¢ Himin erhalten. Das Priparat lieB sich nur mit 70 °/,iger 
Ausbeute umscheiden, trotzdem rasch gearbeitet wurde und 
erschien danach undeutlich krystallisiert, wihrend das rohe 
Himin prachtig ausgebildete Teichmannsche Formen auf- 
gewiesen hatte. Bei der Kinwirkung von Anilin wurde ein 
hellbrauner amorpher Stoff gewonnen, der noch stark chlor- 
haitig war. 

0,1986 g Substanz gaben 0,0095 g AgCl = 1,18 °/, Chlor. 

0,1619 g a »  0,0074 g AgCl und 0,0211¢ Fe,O, = 
1,13°/, Cl und 9,11 °/, Fe. 

ILA. 2 Liter Blut einer nach Angabe 2jiahrigen Kuh 
lieferte 5,4 g Acetonhimin, das auBer T'eichmannschen 
Formen auch kleine Nadeln aufwies. Beide Formen lésten 
sich in Bicarbonat und in angesiuertem Alkohol auf. 

10,15 mg Substanz (90°) gaben 23,37 mg CO,, 4,65 mg H,O und 
1,23 mg Fe,Q,. 

0,1707 mg Substanz (90°) gaben 0,0360 g AgCl. 

(C,,H.,0,N, FeCl), 

Ber. 62,92°/, C 4,519, H 8,61, Fe  5,47°/, Cl 

Gef. 62,81 5,12 8,48 5,20 

a) Nach Einwirkung von Anilin lag ein etwa 94°/,iges 
De(hydrochlorid)hamin vor. 

11,89 mg Substanz (50°) gaben 27,395 mg CO,, 5,42 mg H,O und 
1,47 mg Fe,O,. 

6,27 mg Substanz (50°) gaben 0,49 eem N bei 15° und 744 mm B. 


0,1712 g (50°) .., 0,0025 ¢ AgCl und 0,0224 g Fe,O,. 
C34H.0,N, Fe 
Ber. 66,55°/, C 4,779, H 9,149, N 9,109, Fe 0,0, Cl 
Get. 65,61 5,32 9,06 9,03 -—~ 
oa 9,15 0,32 


Dieses De(hydrochlorid)hiimin léste sich recht schwer in 
uit verdiinnter Schwefelsiure angesiuertem Alkohol auf, 0,4 g 
brauchten 120 ccm Methylalkohol, und wurde, nachdem diese 
Lésung lange Zeit stehen geblieben war, durch Salzsiure als 
ein nahezu dimethyliertes Chlorhaimin wieder gefillt, das be- 
reits an kalte Soda reichlich Chlor abgab. Es war léslich in 
Chloroform und Methyliithylketon, auch in heiBem Benzol. 





150 William Kiister, 


Nur aus letzterer Loésung schieden sich beim Abkiihlen sechs- 


seitige Prismen und wetzsteinférmige Krystalle ab. Weniger 
deutlich war die Krystallisation beim Erkalten einer Lésung 


in heiBem Kisessig. 
0,1757 g Substanz (50°) gaben 0,0364 g AgCl und 0,0210 g Fe,0,. 


R 
+ | 


4,29 mg is (50°) ,, 2,62 mg AgJ. 
(C,,H,3,0,N,FeCl), Ber. 8,25 °/, Fe 5,24 °/, Cl 4,44 °') CH, 
Gef. 8,36 5,13 3,90 


B. 2 Liter desselben Blutes lieferten 7,4 g Hisessighiimin, 


das sofort sehr rein war. 


14,160 mg Substanz (40°) gaben 32,38 mg CO,, 6,92 mg H,O uni 
1,71 mg Fe,Q,. 

0,1477 g-Substanz (40°) gaben 0,0313 g AgCl. 

(C3,H,,0,N, FeCl), 

Ber. 62,92°/,C 4,51°, H 861°, Fe 5,47, Cl 

Gef. 62,40 5,40 8,45 5,25 7 

a) Unter der Kinwirkung von Anilin entstand ein 90°/, iges 
Hydroxyhimin, 10°/, des Praparates enthielten noch Chlor. 

11,29 mg Substanz (50°) gaben 26,45 mg CO,, 5,335 mg HO und 
1,46 mg Fe,O,. 

8,205 mg Substanz (50°) gaben 0,64 cem N bei 17° und 752 mm PB. 

0,1444 ¢ . (50°) ,, 0,0030 g AgCl. 

9C,4H,,0;N,Fe + Cy4H,0,N,FeCl 
Ber. 64,48°/, C 4,909, H 8,85, N 8,82, Fe 0,56, Cl 
Gef. 63,91 5,28 9,08 9,04 0,51 

Das Hydroxyhimin lieferte nach langem Stehen der mit 
verdiinnter Schwefelsiure hergestellten, dann zum Kochen er- 
hitzten methylalkoholischen Lésung auf Zusatz von Salzsiure 
zwei Fraktionen, von denen die erste amorph war, wihrend 
die zweite in Form kleiner schlanker Nadelchen ausfiel. Es 
war Dimethylierung eingetreten. 

6,506 mg Substanz (50°) gaben 4,29 mg AgJ = 4,21 °/). 

0,1416 g » (50% 4 0,0812 g AgCl und 0,0167 g Fe,0, 
= 5,44°/, Chlor und 8,25 °/, Fe. 


Das Priparat kam aus heifem EKisessig in Form kugliger 
und eichelférmiger Aggregate heraus. 

Die Wiederholung der Versuche unter I] Aa und Ba 
bestiitigten die Beobachtung, daB die Herausnahme des Chlors 
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durch Anilin beim Acetonhiimin etwas besser gelingt als )eim 
Hisessighamin. 

IlAa’. Das De(hydrochloridjhimin aus Acetonhimin ent- 
hielt noch 0,33 °/, Chlor neben 9,19°/, Hisen. 

0,1734 g Substanz (50°) gaben 0,0023 g AgCl und 0,0228 g Ke,O,. 


If Ba’. Das Hydroxyhimin aus Kisessighimin enthielt 
dagegen noch 0,51 °/, Chlor neben 8,92°/, Eisen. 


0,1461 g Substanz (50°) gaben 0,0030 g AgCl und 0,0186 g Fe,Q,. 


Es wurden nun die Lésungen beider Produkte in mit 
verdiinnter Schwefelsiure angesiuertem Methylalkohol (0,4 
brauchten 120 ccm) sofort nach deren Herstellung zum Sieden 
erhitzt und mit konzentrierter Salzsiure (1 ccm) gefillt. Dabei 
entstand in sehr guter Ausbeute (0,35 g) aus dem Aceton- 
himin ein in Wiirfeln krystallisierendes Monomethyl(chlor)- 
himin, das sich in Chloroform léste, durch warme Sodalésung 
allmihlich in Lésung ging, aber schon an kalte Sodalésung 
Chlor abgab, aus heiBem Hisessig kam es in Prismen heraus, 
in heiBem Benzol léste es sich nur schwer. 


5,275 mg Substanz (50°) gaben 12,23 mg CO, und 2,38 mg H,0. 
5,805 mg as (50°) ,, 0,441 eem N bei 16° u. 733 mm B. 


73,4 mg ” (50°) ., 15,2 mg AgCl und 8,7 mg Fe,Q,. 
8,84 mg , (50% ., 8,225 mg AgJ. 
(C,,H,,0,N, FeCl), 
Ber. 63,409/, C 4,72°/,H 8,46°/,N 8,42°/, Fe 5,35°/,Cl 2,27, CH, 
Gef. 68,37 5,05 8,55 8.29 5,12 2,33 


Aus dem yom Kisessighiimin gebildeten Produkt hatte 
sich aber ebenfalls in sehr guter Ausbeute (0,35 g) eine aut 
das Doppelmolekiil bezogen, trimethyliertes Haimin gebildet, 
das sich von dem monomethylierten Stoff im Verhalten gegen 
Soda nur durch die Unléslichkeit in der Wiarme und durch 
die Leichtléslichkeit in hei8em Benzol unterschied, aus welchem 
Lésungsmittel es in wetzsteinformigen groBen Krystallen beim 
Abkiihlen abschied. In angesiiuertem Al’rohol waren beide 
Praparate léslich. 

9,85 mg Substanz (50°) gaben 22,84 ~ , 4,62 mg H,O und 
1,17 mg F,O,. 
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9,89 mg Substanz (50°) gaben 0,725 cem N bei 16° und 733mm B | 
0,1123g¢  ., (50° ., 0,0245 g AgCl und 0,0136 g Fe,0,,. : 
5,535 mg » (i. Vv.) ., 3,00 mg AgJ. 
C,,H,,0;N,Fe,Cl, (Mol.-Gew. 1339,56) 
Ber. 63,63°/, C 4,82°/) H 8,87°/,N 8,34, Fe 5,29°/, Cl 3,87°/ 3CH, 
Gef. 63,26 5,25 8,35 8,30 a 7 

7 _ - 8,47 5,39 3,46 

Kine Trennung des Doppelmolekiils mit Hilfe von Benzo] 
gelang nicht, der geléste Teil einer eingesetzten Menge wies 
nur wenig mehr Methyl auf als der ungelést gebliebene, 3,74 
gegentiber 3,50°/, CH,. 

8,20 mg Substanz (70° gaben 4,80 mg AgJ (8,74 °/,). | 

4,935 mg » 2) ~ Bidme-,, Wee a) 

IC. 2 Liter Blut desselben Tieres lieferten mit Methyl- 
alkohol und Schwefelsiure aufgearbeitet 2 Fraktionen im Be- 
trage von 4,1 bzw. 0,8 g eines in feinen schlanken Nidelchen, 
die zum Teil zu sternférmigen Driisen vereinigt waren, krystalli- 
sierenden Hiimins') in angesiiuertem Alkohol nicht, in Chloro- | 
form léslich. Die Methylzahl 3,31 weist wieder auf das Doppel- 
molekiil mit 3 Carboxylen hin. 

5,009 mg Substanz (i. V.) gaben 2,60 mg AgJ = 3,31 °/, CH. 

Kine Trennung durch Chloroform oder durch Benzol war 
auch hier nicht méglich. So lésten sich von 2 g bei Zimmer- 
temperatur in 100 ccm Benzol etwa 0,2 g. Im Riickstand | 
wurden gefunden 3,66 °/, CH,. 

6,83 mg Substanz (i. V.) gaben 3,915 mg AgJ. | 
iin gelésten Teil 3,76 °/, CH,. 

4,365 mg Substanz (80°) gaben 2,57 mg AgJ. 

SchlieBlich gelang es auch, den Farbstoff aus Kisessig 
umzukrystallisieren. 0,15 g wurden dazu in 100 ccm Eisessig 
hei® gelést, beim langsamen Abkiihlen fielen 0,13 g in Form 
kleiner gefiederter Nidelchen von groBer Reinheit aus. 


IITA. 2,5 Liter Blut von einem kriftigen Stier heterten 
7,9 g Acetonhimin. Trotz beschleunigter Aufarbeitung be- 





1) AuBer dem Hiimin der zweiten Fraktion war hierbei eine nicht 
unerhebliche Menge eines in Form fettglinzenden Schuppen krystalli- 
sierenden Sterins ausgefallen. 





ul 
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stand es zum gréferen Teil aus Teichmannschen Krystallen, 
daneben waren nadelférmige Prismen vorhanden. Das Priiparat 
ljste sich nur wenig in Bicarbonat, nicht in angesiiuertem 
Alkohol. Dem offenbaren Vorherrschen von Lisessighimin 
entsprechend nahm Anilin das Chlor sehr unyollstindig heraus. 


a) Das erhaltene amorphe Produkt enthielt noch 0,65 °/, 
Chlor neben 9,00 °/, Hisen. 


0,1437 g Substanz (i. V.) gaben 0,0038 g AgCl und 0,0185 g Fe.Qx. 


Nach der Alkoholmethode wurde ein in kleinen Wiirfelchen 
krystallisierendes ,,Himin“ mit 3,48 bzw. 3,10°/, CH, erhalten: 

11,31 mg Substanz (i. V.) gaben 6,21 mg AgJ. 

7,725 mg m » 38,74 mg AgJ. 

b) Unter dem Einflu8 von Pyridin gelang es, die primir 
entstandenen Modifikationen des Acetonhiimins in eine andere 
Modifikation mit wesentlich verschiedenen Kigenschaften iiber- 
zufihren. 1g des primiiren Acetonhiimins wurde in 100 ccm 
Aceton suspendiert und durch Zusatz von 18 ccm Pyridin in 
Lésung gebracht. Nach 4stiindigem Schiitteln wurde die 
Lésung noch weitere 46 Stunden sich selbst tiberlassen, darauf 
tiltriert, wobei kein Riickstand blieb, zum Sieden erhitzt und 
init einem UberschuB yon Salzsiiure (20 ccm, 38 °/,ig) versetzt. 
2 Tage darauf war eine in undeutlichen 4seitigen Blattchen 
krystallisierte Fiillung entstanden, die nach Reinigung und 
Trocknen im Vakuum 0,9 g wog. Nach dem Chlor- und dem 
Kisengehalt zu urteilen, lag ein Chlorhiimin vor. 

0,0974 g Substanz (i. V.) gaben 0,0203 g AgCl und 0,0120 g Fe,0, 
= 5,16 °/, Chlor und 8,62 °/, Eisen. 

Diese Modifikation léste sich aber spielend in Bicarbonat und 
vuch in angesiuertem Alkohol. 

«) Das hieraus unter der Einwirkung von Anilin ent- 
standene Produkt liste sich sehr leicht in mit verdiinnter 
Schwefelsiure angesiuertem Methylalkohol und lieferte dann 
ein schén krystallisiertes ,,Hiimin“ mit 4,61 °/, CH,. 

13,95 mg Substanz (i. V.) gaben 10,07 mg AgJ. 

0,1095 g . a .  0,0237 g AgCl und 0,0180 g Fe,0,. 

8) Durch das aus 1 ccm Nitrosomethylurethan entwickelte 





~ 
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Diazomethan wurden von 0,5g in 80ccm Aceton suspendierten 
Hamin 0,17 g, also 42,5°/, in Lésung gebracht und dimethyliert. 
9,16 mg Substanz (60°) gaben 5,905 mg AgJ = 4,12°/, CHs. 

Der Chlorgehalt des nur undeutlich krystallisierten Farbstofis 

hatte auch hier wieder abgenommen. 

0,1511 g Substanz (60°) gaben 0,0270 g AgCl und 0,0175 g Fe,Q,. 
= 4,42°/, Chlor und 8,10 °/, Eisen. 

Zu bemerken ist noch, daB wihrend der Diazomethaneinwirkung 
die Farbe der Lésung von braunrot nach gelbbraun umschlug. 

c) Vor der bei b) geschilderten Einwirkung mit Pyridin 
wurden von dem primar erhaltenen Acetonhimin unter gleichen 
Bedingungen nur 13°/, in Lésung gebracht und bis zu 3,33 °, 
methyliert, ohne daB eine Abspaltung von Chlor erfolgte. 

10,44 mg Substanz (60°) gaben 5,44 mg AgJ. 

0,1218¢g _ ,, (60°) ,, 0,0253 ¢ AgCl = 5,14°/, Chlor. 

IIIB. Nach der Methode von Schalfejeff wurden 4,2 ¢ 
Himin pro Liter erhalten. 

Anilin erzeugte ein Produkt mit noch 0,66°/, Chlor und 
8,89 °/, Eisen. 

0,1274 g Substanz (i. V.) gaben 0,0034 ¢ AgCl und 0,0162 g Fe,0,, 
das sich schwer in angesiuertem Alkohol léste (150 ccm aut 
0,5 g) und dann ein in Nadeln und sternférmigen Driisen 
krystallisierendes Himin wieder mit 3,26°/, CH, lieferte. 

7,485 mg Substanz (i. V.) gaben 3,82 mg Agu. 


IV A. 6 Liter Blut eines 4jihrigen Ochsen lieferten nur 
7g rohes Acetonhimin, das dann noch bei der Extraktion 
mit Petrolither 1 g an denselben abgab. Es wurde in Form 
feiner, im Gewirr hegenden Krystallnadeln erhalten, die nach: 
einigen T'agen Teichmannsche Formen aufwiesen. Die Lés- 
lichkeit in Bicarbonat war beiden Arten eigen. 

B. Es wurde”nun das mit Aceton—Schwefelsiure bereits 
ausgezezene Koagulum einer erschépfenden Extraktion mit 
Aceton unterworfen, was fiir 120g desselben 6—8 Stunde: 
in Anspruch nahm. Durch diese Operation wurden noch 8,6 ¢ 
eines Himins gewonnen, das in Bicarbonat unldslich war, 
ebenso in angesiuertem Alkohol, und in Teichmannscheu 
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Formen krystallisierte. Da somit offenbar Kisessighimin vor- 
lag, diese Modifikation aber kaum in Aceton ldslich ist, mub 
sich die primar vorhandene hierin lésliche Modifikation unter 
dem EinfluB des Acetons umgewandelt haben. 

Beide Priparate lieBen sich nach der Eisessigmethode 
umscheiden, die Fraktion A. aber nur mit 50°/,iger Ausbeute, 
wahrend von 2,2 g der Fraktion B 2g wieder erhalten wurden. 

A, 0,2085 g Substanz (i. V.) gaben 0,4628 g und 0,0914 g H,O. 

46,24 mg ‘ ‘) ,,  0,1038 g AgCl (mit dem rohen 
Himin ausgefiihrt). 
B. 0,1562 g Substanz (i. V.) gaben 0,3591 ¢ CO, u. 0,0687 g H,0O. 


0,2436 g “ i »  0,0537 g CO, ., 0,0283 ¢g F,O,. 
(C,,H,,0,N,FeCl), 
Ber. 62,92 °/, C 4,51 °/, H 8,61 °/, Fe 5,47 °/, Cl 
A. Gef. 61,98 5,02 5,55 
B. 62,72 4,92 8,31 5,45 


Unter einer 3 stiindigen Kinwirkung von Bicarbonatlésung 
verloren 0,1 g der Fraktion A 2,8°/, = 51°/, des vorhandenen 
Chlors, wobei ein Teil des Farbstoffs in Lésung gegangen war. 

0,1068 g Substanz gaben 0,01192 g AgCl. 


Fraktion B gab unter gleichen Bedingungen kein Chlor ab. 

Durch das aus 2 ccm Nitrosomethylurethan entwickelte 
Diazomethan wurden beim 3 stiindigen Schiitteln einer Suspen- 
sion von 0,5 g Hiimin in 40 ccm Aceton bei Fraktion A 
0,067 g = 13,5°/, bei Fraktion B 0,058 g = 11,6 in Liésung 
gebracht. Diese Teile enthielten 2,61 bzw. 2,45°/, CH. 

6,14 mg Substanz A gaben 2,5 mg AgJ. 

13,46 mg = B,, 516mg AgJ. 

V. Das Blut eines 2 jahrigen Ochsen lieferte 19,6 g eines 
rohen Bromhiimins, wovon 0,6 g durch eine Atherextraktion 
weggenommen wurden. Das in Wiirfelform krystallisierende 
Praparat lieB sich durch Behandeln mit Chloroform auftrennen 
in eine leicht lésliche Fraktion von 17,2, eine schwer lésliche 
von 0,5 g und eine unldésliche von 1,2 g. Letztere enthielt 
nur 0,5°/, C,H, neben 11,1°/, Brem. 

Die Hauptfraktion erwies sich als ein Monoithyl(brom)- 
haimin, das sich durch Fraktionierung aus Chloroform skoht 
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trennen lieB, sie war unléslich in Benzol und kaltem Hisessig, 
auch in angesiuertem Alkohol, ferner unléslich in Soda bei 
Zimmertemperatur, gab aber bei mehrmaliger Behandlung fast 
das gesamte Halogen ab. Durch heiBe Soda ging das Priparat 
allmihlich in Lésung, Diazomethan methylierte erst nach langer 
Kinwirkung und wandelte das krystallisierte Himin in einen 
amorphen Stoff um. 


0,1864 g Substanz (100°) gaben 0,0480 g AgBr u. 0,0203 g Fe,Q,. 


4,044 mg ~ (60°) ,, 1,885 mg AgJ. 
(C,,H,,0,N,FeBr), Ber. 11,08 °/, Br 7,74 °/, Fe 4,03 °/, C,H, 
Gef. 10,96 7,62 4,07 


a) 1,5 g wurden mit 100 ccm Chloroform 1 Stunde ge- 
schiittelt, wonach 0,95 g in Liésung gegangen waren. 

7,280 mg Substanz gaben 2,5 mg AgJ = 4,24°/) O,%s. 
Der Riickstand enthielt 3,91 °/, C,H,. 

8,675 mg Substanz (70°) gaben 2,75 wy AgJ. 


b) 0,1282 g wurden 3 Stunden mit 28 ccm 5°/,iger Soda 
geschiittelt. Nach 14 stiindigem Stehen fanden sich im Filtrat 
0,0141 g AgBr, entsprechend 4,68°/, Br. Bei einer zweiten 
Behandlung mit 40 ccm Soda wurden noch 5,78°/, Br, zu- 
sammen also 10,46 °/, Brom abgespalten. 


c) 1 g in 100 ccm Chloroform gelést, mit dem aus 0,8 com 
Nitrosomethylurethan entwickelten Liazomethan 6 Stunden ge- 
schiittelt, gaben nach dem Verdampfen des Loésungsmittels 
einen amorphen schwarzen Riickstand, der sich weder aus 
Methylithylketon, noch aus Benzol oder Eisessig krystallisiert 
erhalten lieB. 

16,09 mg Subst. (i. V.) gaben 2,09mg AgJ aus N(CH,),J = 0,83°/, CHs. 

5,10mg Ag aus N(CH,),C,H;J = 3,91°/, C.H,. 
Zur Kontrolle ergab die Zeiselbestimmung: 


3,748 mg Substanz (i. V.) gaben 1,37 mg Agd = 4,41 auf Athy! 
9,258 mg ‘s " , 38,255mg ., = 4,39 J berechnet. 


Durch einen Uberschu8 von Diazomethan — auf 0,5 ¢g 
des ,,Himins“ wurde das aus 3 ccm Nitrosomethylurethan ent- 
wickelte Reagens zugefiihrt — und 10stiindiges Schiitteln 
gelang es dann 1,36 °/, CH, in das Molekiil einzufiihren, ohne 
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daB iibrigens der Bromgehalt wie bei den in angesiuertem 
Alkohol léslichen Modifikationen beeinfluBt wurde. 

18,78 mg Substanz (80°) gaben 6,04 mg AgJ aus N(CH,), - C,H.J 

= 3,97, O,H,. 

4,00 mg AgJ aus N(CH,),J = 1,36 °/, CH. 

0,1374 mg Substanz (80°) gaben 0,0347 g AgBr u. 0,0144 g Fe,O, 
= 10,75 °, Br und 7,33 °/, Fe. 

Durch Anilin wurde aus dem Monoiithyl(brom)himin ein 
rotbrauner amorpher Stoff gewonnen, der zu 90°/, aus einem 
De(hydrobromid)derivat bestand. 

9,525 mg Substanz (i. V.) gaben 23,06 mg CO, und 4,92 mg H,0O. 

0,1880 g ” ‘i »  0,0047g¢ AgBr ,, 0,0224 g Fe,Q,. 

9C5,H,.0,N,Fe + C,,H,;0,N,FeBr 

Ber. 66,65°/,C 499°, H 861%, Fe 1,23 °/, Br 

Gef. 66,05 5,78 8,34 1,06 

Durch Pyridin entstand ein braunroter amorpher Stoff, 
der zu ungefihr 90°/, aus einem Hydroxyderivat bestand. 
Die Herausnahme des Halogens erfolgte also durch die orga- 
nischen Basen nur unvollstindig. 

~ 11,285 mg Substanz (i. V.) gaben 26,965 mg CO,, 5,60 mg H,O und 
1,345 mg Fe,O,. . 
0,1998 g Substanz (i. V.) gaben 0,0053 g AgBr. 
9C, H,,0;N,Fe + C,,H,,0,N,FeBr 

Ber. 65,03 °/, C 5,14 °/, H 8,40 °/, Fe 1,20°, Br 

Gef. 65,48 5,58 8,37 1,13 

Die Riickverwandlung dieser beiden Praiparate in Brom- 
himine verlief nicht in gleicher Weise wie bei den analogen 
aus Acetonhiminen durch Anilin bzw. Pyridin erhaltenen Stoffen. 

0,3 g des De(hydrobromid)derivates listen sich in 40 ccm 
Athylalkohol und 4 Tropfen konzentrierter Schwefelsiiure rest- 
los. Die Lésung wurde nun ?/, Stunde erhitzt und dann mit 
'/, ccm 66°/,iger Bromwasserstofisiure versetzt. Der sofort 
ausfallende Farbstoff war amorph, die Fallung vermebrte sich 
beim 1tigigen Stehen so stark, daB die Mutterlauge voll- 
kommen entfirbt erschien. Beim Auswaschen gab der Nieder- 
schlag immer wieder Bromionen ab, war aber gegen 5°/, Soda 
selbst in der Wirme bestiindig, wihrend er sich in mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure angesiuertem Alkohol spielend ldste, 
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um auf Zusatz von Bromwasserstoffsiure wieder auszufallen, 
wieder in der Brom leicht verlierenden Form (A). 

Ganz ihnlich verhielt sich der aus dem Monoathyl(brom)- 
himin mittels Pyridin gewinnbare Stofi, nur wurde hier keine 
vollkommene Diiithylierung erreicht (B). 

Nach 12 stiindigem Auswaschen wurde bei der Analyse 
folgendes Resultat erhalten. 

8,65 mg Substanz (i. V.) gaben 5,25 mg AgJ = 7,50°/, C,H,. 

Fiir 2C,H, Ber. 17,72. 

0,1615 g Substanz (i. V.) gaben 0,0246 g AgBr und 0,0170 g Fe,O0 
= 6,48 °/, Br und 7,36 °/, Fe. 

9,20 mg Substanz (i. V.) gaben 4,57 mg AgJ = 6,13°/, C,H;. 

0,2312 g ‘s »  0,0360 g AgBr und 0,0247 g Fe,0, 

- 6,62 °/, Br und 747°), Fe. 

Auch der mit Soda bis auf 0,5°/, Brom vom Halogen 
befreite Stoff gab nach der Alkoholmethode kein Himin. Er 
léste sich iibrigens auch in mit konzentrierter Schwefelsiure 
angesiiuertem Athylalkohol nicht ganz vollstindig und gab nur 
in dieser, nicht in der mit verdiinnter Schwefelsiure her- 
gestellten Lésung einen diithylierten Stoff, der das Halogen 
beim Auswaschen abgab. 

11,675 mg Substanz (i. V.) gaben 4,73 mg AgJ = 5,0°/, C,H; (in 
verdiinnter Schwefelsiure). 

6,24 mg Substanz (i. V.) gaben 3,99 mg AgJ = 7,9 °/, C,H; (in kon 
zentrierter Schwefelsiiure). 

0,1752 g Substanz (i. V.) gaben 0,0311 g AgBr und 0,0193 g Fe,0O, 

= 7,56 °/, Br und 7,70°/, Fe. 

Das Monoithyl(brom)himin erleidet also unter der Ein- 
wirkung von allen Alkalien eine Verinderung wie sie beim 
Himin nur durch Natronlauge zustande kommt. Es entsteht 
ein dem Himatin gleichender Stoff, der unter den beschriebenen 
Bedingungen das Halogev nicht am Eisen sondern wahrschein- 
lich am Stickstoff anlagert. 

In seinen sonstigen Eigenschaften stimmt es mit dem 
Monoiithyl(chlor)himin iiberein, das in der mit R. Fleisch- 
mann verdffentlichten Untersuchung (diese zurzeit im Druck) 
als Himin I bezeichnet worden ist. 


Ce J 


Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XVII. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck und Henry Kirchhof. 


Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen Instituts 
der Universitit Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. September 1927.) 


Uber stickstoffhaltige Derivate der Isodesoxy- und 
Isobiliansaure. . 


Vor kurzem haben wir iiber die Untersuchung der Amino- 
ietracarbonsiure C,,H.,NO,, die durch Aufspaltung des Des- 
oxybilianséiureisoxims entsteht, berichtet.') Es wurde fest- 
gestellt, daB die ,,Desoxybiliansiure-aminocarbonsiiure“ beim 
trockenen Erhitzen sowohl, wie auch beim Erwirmen mit Kis- 
essig in die Ausgangslactamséiure zuriickverwandelt wird, ein 
befund, der nicht unter allen Umstiinden zu erwarten war, 
da durch RingschlieBung der Aminogruppe mit einem anderen 
Carboxyl als dem bei der Aufspaltung neu entstandenen eine 
isomere Verbindung sich hatte bilden kénnen. 

Wir haben neuerdings die entsprechenden Versuche mit 
den stickstoffhaltigen Abkémmlingen der Isodesoxybiliansiure 
durchgefihrt. Isodesoxybiliansiiure, C,,H,,0,, entsteht bekannt- 
lich in geringer Menge neben dem Hauptprodukt Desoxybilian- 
siure bei der Oxydation von Desoxycholsiure mit Permanganat 
oder Salpetersiure, unterscheidet sich von Desoxybiliansiure 
nur durch die Stellung der beiden aus dem urspriinglichen 


!) Diese Zs. Bd. 166, S. 142 (1927). 
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Ring I hervorgegangenen Carboxylgruppen und kann dem- 
gemiif durch die Strukturformel I zum Ausdruck gebrachi 
werden.!) Es wurde das bisher noch nicht beschriebene Oxim 
der Isodesoxybiliansiiure hergestellt und dieses durch Schwefel- 
siiure in bekannter Weise in ein Isoxim iibergefiihrt, das bei 
der Aufspaltung mit 20°/,iger Salzsiure eine mit der eingangs 
erwiihnten isomere Aminotetracarbonsiure, C,,H,,NO,, lieferte. 
Diese Aminosiure laBt sich leicht isolieren, da sie sich in 
Gestalt des Hydrochlorids nach 6stiindigem Kochen aus der 
erkalteten salzsauren Loésung beim Schiitteln in reichlicher 
Menge und in gut krystallisierter Form ausscheidet. Die freie 
Aminosiure zersetzt sich im Schmelzréhrchen bei der gleichen 
Temperatur (262—264°) wie die Lactamséure, aus der sie ent- 
standen ist, nachdem bereits von etwa 200° an ganz schwaches, 
spiter stiirker werdendes Sintern eingetreten ist. Dieses Ver- 
halten deutete daraufhin, daB die Aminosiiure bei hdéherer 
Temperatur in die Lactamsiure zuriickverwandelt wird, eine 
Vermutung, die durch Erhitzen einer kleinen Menge Amino- 
siure auf 210° im Paraffinbad bestitigt werden konnte, Auch 
durch Erwirmen mit Eisessig findet Umwandlung der Amino- 
siure in die Lactamsaure statt. Fiir die Lactamsiure kommen 
die Formeln IJ und III in Betracht, auch besteht die Még- 
lichkeit, daB beide Verbindungen (IJ und III) bei der Um- 
lagerung.des Oxims nebeneinander entstehen. Es hat. sich 
indessen bisher nur eine, anscheinend einheitliche Lactam- 
siiure, fiir die wir die Formel III annechmen wollen, isolieren 
lassen. Eine gewisse Stiitze fiir diese Annahme ist vielleicht 
darin zu sehen, daB die Aminotetracarbonsiiure (IV) beim Er- 
hitzen kein Ammoniak abspaltet, wie man es von einer 
f-Aminosiure, die aus der Lactamsiure II hervorgegangen 
ist, erwarten kénnte. Freilich ist die Ammoniakabspaltung 
wohl nicht eine Kigenschaft aller #-Aminosiuren; auch kénnte, 
trotz $-Stellung der Aminogruppe in unserer Verbindung, die 
Neigung zur Riickbildung des urspriinglichen Lactamringes so 
groB sein, daB eben nur diese Reaktion verwirklicht wird. 


') H. Wieland, Diese Zs. Bd. 108, S. 306 (1919). 
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Auch das Dioxim der Isobiliansiiure haben wir mit 


Schwefelsiure umgelagert. Isobiliansiure-dioxim ist bereits 
von Pregl?) hergestellt und mit dem Dioxim der Biliansiure 
verglichen worden. Wegen ihrer sehr ihnlichen Higenschaften 
hat Pregl die Vermutung ausgesprochen, daB beide Ver- 
bindungen identisch sein kénnten, was er durch weitergehende 
Versuche entscheiden wollte; eine Mitteilung dariiber ist aber 
offenbar nicht erfolgt. Nachdem spiter Biliansiiure und Iso- 
biliansiure als strukturisomer erkannt worden sind’), kommt 
eine Identitit der beiden Dioxime natiirlich nicht mebr in 
Frage. Auch die Umlagerungsprodukte miissen selbstverstan d 


lich verschieden sein, was sich bei diesen schon durch eine 


1) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 24, S. 56 (1903). 
*) Vel. H. Wieland. a. a. QO. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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erhebliche Differenz (etwa 20°) im Schmelzpunkt sofort zu 
erkennen gibt (vgl. unten). Nach den letzten Arbeiten von 
Windaus und van Schoor!), sowie von Borsche und 
Frank*) mu® Isobiliansiiure jetzt durch die Strukturformel V 
wiedergegeben werden. Dem Umlagerungsprodukt des Iso- 
biliansiuredioxims kann man Formel VI zuerteilen, wobei die 
Stellung der Stickstoffatome in den Ringen II und III will- 
kiirlich angenommen ist. 





V Vi 
CO CC 
Ye | | 
CH, Cit) CH, CH 
| C,,H,.* COOH | | C, ,H,,: COOH 
CH ba Gn CH 
iin ae OG ie 
“a, ti, CH, G——cuH, 
| | | | | 
| | | | NH 
| | | | 
COOH CH CO COOH CH CO 
Pale il Yi 
COOH GH, COOH CH, 
Isobiliansiiure, C,,H Og. Diisoxim, C,,H,,N,0,. 


Nach 1 stiindigem Kochen des Diisoxims mit 25- bzw. 
20°/,iger Salzsiure schied sich beim Schiitteln der erkalteten 
Bienen eine weiBe krystallinische Masse aus, die noch nicht 
naher untersucht worden ist. Vermutlich handelt es sich um 
das Hydrochlorid einer Verbindung, die durch Aufspaltung 
eines Lactamringes (wohl des Siebenringes) unter Erhalten- 
bleiben des anderen aus dem Diisoxim entstanden ist, wie 
ein analoger Kérper friiher von Schenck *) aus Biliansdure- 
diisoxim hergestellt worden war. 


Versuche. 
1. Oxim und IJsoxim der Isodesoxybilianséure. 
Die Bereitung der Isodesoxybiliansiure geschah nach der Vor- 


') Diese Zs. Bd. 157, S. 177 (19286). 


77 
*) Chem. Ber. Bd. 59, S. 1748 (1926). 
*) Diese Zs. Bd. 104, S. 284 (1919); vgl. auch M. Schenck u 
H. Kirechhof, Diese Zs. Bd. 166, S. 142 (1927). 
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schrift von H. Wieland und A. Kulenkampff.!) Die itiber 
das Bariumsalz gereinigte Substanz war noch mehr oder 
weniger gelb bis braun gefirbt. Wieland und Kulenkampff 
heseitigten die Farbung durch wiederholtes Umkrystallisieren 
der Siure aus verdiinntem Alkohol unter Zusatz von Tier- 
kohle. Wir haben IJsodesoxybiliansiure rein weiB erhalten 
durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus verdiinnter Essig- 
siiure, ebenfalls unter Verwendung von Tierkohle. Ist die Siure 
nicht zu stark gefarbt, so kann man sie auch tiber das Oxim 
reinigen, das in 25°/ iger Salzsiiure gelést, beim Erwiirmen 
unter Riickbildung der Ketosiiure zerlegt wird. Schmelzpunkt 
der Siure: 244—246° Fiir unsere Versuche haben wir iibrigens 
ein etwas gefarbtes Priiparat verwendet, da sich die Farbung 
in einem spiiteren Stadium des Versuchs — durch wieder- 
holtes Umkrystallisieren des Isoxims aus Kisessig — beseitigen 
lieB. Die Oximierung der Isodesoxybiliansiiure wurde in der 
sleichen Weise ausgefiihrt, wie das Oxim der Desoxybilian- 
‘jure bereitet worden war.’) 5 g Isodesoxybiliansiiure brachte 
man mit 5g Hydroxylaminhydrochlorid und 43 ccm 10 °/ iger 
Natronlauge zusammen. Beim Erwirmen auf dem Dampfbad 
entstand eine rotbraune Lésung, ein geringfiigiger Bodensatz 
blieb ungelést. Nach 3 sttindigem Erhitzen licB man dic 
Hliissigkeit 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen, klirte 
sie durch Filtrieren und versetzte das Filtrat mit einem Uber- 
schuB 10°/,iger Essigsiure. Das ausgefallte Oxim wurde nach 
kurzem Stehen abgesaugt, mit essigsiiurehaltigem Wasser ge- 
waschen, hierauf zuniichst auf einem Tonteller, dann bei 110° 
getrocknet (Ausbeute etwa 4,5 g), es war etwas gelb bis braun 
gefirbt und léste sich vollstindig in der Kialte in 25°/ iger 
Salzsiure; beim Erhitzen der Loésung erfolgte Ausscheidung 
yon Isodesoxybiliansiure. In Aceton ist das Oxim der I[so- 
jure weniger leicht léslich als Desoxybiliansiureoxim. In 
Alkohol lést es sich ziemlich leicht; die alkoholische Lisung 
schied nach Wasserzusatz beim Stehen die Verbindung in 


') Diese Zs. Bd. 108, S' 300 u. 301 (1919). 
*) Diese Zs. Bd. 166, S. 148 (1927). 
‘3° 
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(zestalt einer fast farblosen Masse aus (unter dem Mikroskop ; 
kugelige Gebilde von nur undeutlich krystallinischer Be- 
schaffenheit). Auf Versuche, das Oxim in gut krystallisierter 
Horm zu erhalten, haben wir verzichtet, da wir es nur al 
Zwischenprodukt fiir die Bereitung des Isoxims verwende 
wollten. 

Ks wurden zu diesem Zwecke 4 g Rohoxim mit 48 coi 
starker Schwefelsiure (Mischung von 20 com Wasser und 
105 ccm konzentrierter H,SO,) auf dem Dampfbad erhitzt. 
Die Substanz ging dabei allmahlich in Lésung und es bildete 
sich eine dunkel-rotbraun gefirbte Fliissigkeit. Nachdem mai 
8—-10 Minuten lang erhitzt hatte, goB man die Loésung aut 
zerkleinertes Eis und gab eine reichliche Menge eiskalte: 
Wasser hinzu. Die entstandene Fiallung saugte man nacl) 
einiger Zeit ab, wusch sie mit Wasser und trocknete sie zu- 
nichst auf einem Tonteller, dann bei 110°. Ausbeute: 3,15 ¢ 
.Rohisoxim“. Das Produkt léste sich in 25 °/ iger Salzsiure 
erst beim Erwirmen, die Lisung blieb aber beim Abkiiplen 
vollstindig klar. Letzteres war auch der Fall, nachdem man 
die Fliissigkeit einige Minuten gekocht hatte. Das Rohisoxim 
war noch ziemlich stark braun gefirbt. Durch 2—3 maliges 
Umkrystallisieren aus méglichst wenig siedendem Hisessig lie! 
sich die arbung fast vollstandig beseitigen. Fiir die Analys 
wurde das Material nochmals in wenig Hisessig heiB gelist 
und die Lésung mit etwa dem 7fachen Volumen heiBen Wassers 
versetzt. Beim Erkalten schied sich das Isoxim fast farblos 
in schénen, kleinen Prismen aus, die bei 115-120 ° getrocknet 
wurden. Im Schmelzréhrchen entstand, nach vorherigem Sintern. 
bei 262—264° eine schwach braun gefiirbte, schaumige Schmelze. 

0,1099 ¢ Substanz gaben 0,2559 g CO, und 0,0845 g H,0. 


0,1903 ¢g . lieferten 5,2 cem N bei 18,5° u. 754,8 mm Hy 
Fir C,,H,,NO, Ber. 63,82°, C 826°, H  3,10°, N 
Gef. 63,52 8,60 3,18 


2, Aufspaltung des Isodesoxybiliansiure-isoxinis 
und Riickverwandlung des Aufspaltungsproduktes in 
die Lactamsiure. 2g 2mal aus EKisessig umkrystallisierte: 
Isoxim léste man heiB in 80 ccm 25°/,iger Salzsiure und 
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kochte die zunaichst schwach rosa-briiunlich gefarbte Fliissig- 
keit 6 Stunden lang am RiickiluBkiihler. Der Rosafarbton ver- 
schwand dabei sehr bald und es resultierte eine weingelb ge- 
farbte Lésung. Sie blieb beim Erkalten klar, beim kraftigen 
Schiitteln bildete sich aber langsam ein Brei von weiSen 
Krystallen (Nadeln). Sie waren chlorhaltig, wurden nach lingerem 
Stehen abgesaugt (ohne Nachwaschen), zwischen Filtrierpapier 
gut abgepreBt und bei 110° getrocknet. Im Capillarréhrchen 
sinterten sie bei etwa 184°, um bei 194° unter Aufschiumen 
zu schmelzen; beim weiteren Erhitzen triibte sich dic 
Schmelze voriibergehend und war bei etwa 250° wieder klar 
und jetzt braun gefarbt. Ausbeute: 1,68 g, In der Krystallisation 
muBte das Hydrochlorid der bei der Aufspaltung entstandenen 
Aminosiiure vorliegen. Um diese selbst zu isolieren, léste 
man das getrocknete Chlorhydrat heiB in etwa der 20 fachen 
Menge Wasser und bescitigte eine geringfiigige Verunreinigung 
durch Filtrieren. Aus dem Filtrat schied sich nach dem Er- 
kalten ganz allmahlich die freie Aminosiiure in wenig gut 
ausgebildeten Krystallen (kurze Tiifelchen oder Prismen) aus; 
die Krystallisation war chlorfrei. Nach Absaugen, Auswaschen 
mit wenig Wasser und ‘Trocknen bei 110° zeigte die Ver- 
bindung, im Schmelzréhrchen erhitzt, von etwa 200° an ganz 
schwaches Sintern, das spiiter stirker wurde; bei 262—264° 
briiunlich gefirbte, schaumige Schmelze. 

0,1061 g Substanz gaben 0,2375 g CO, uud 0,0832 ¢ H,O. 

Fir C,,H,NO, Ber. 61,37%, C —«-8,87°/, H 
Gef. 61,07 8,77 

Die Mutterlauge der Krystalle gab beim Neutralisieren 
und Ansiiuern mit 10°/,iger Essigsiure noch eine weitere 
Menge der Aminosiiure. Auch aus Wasser laBt sich diese 
umkrystallisieren, sie jist sich in Wasser ziemlich schwer, 
kommt aber nur langsam wieder heraus. Erwéhnt sei noch, 
daB sich die Aminogruppe des Aufspaltungsproduktes nach 
dem Verfahren von van Slyke quantitativ nachweisen lieB. 
Bemerkenswert ist ferner, da sich bei unseren spiteren Ver- 
suchen die Aminosiiure in einer anderen, ,gallertigen* Form 
(unter dem Mikroskop: verfilzte, aus feinen gebogenen Nadeln 
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bestehende, krystallinische Masse) aus w&aBriger Losung ab- 
schied. Diese Form zieht, im Gegensatz zu der eben be- 
schriebenen, im getrockneten Zustand beim Wiigen im offene 
GefiB stark Feuchtigkeit an, auch muB sie besonders vor- 
sichtig getrocknet werden, da sie nach Versuchen, die hier 
nicht weiter besprochen werden sollen, offenbar schon beim 
Krhitzen auf 115—120° teilweise in die Lactamsiure iiber- 
geht. Beide Formen verhalten sich im Schmelzréhrchen im 
wesentlichen gleich, sie lassen sich auch in gleicher Weise 
in die Lactamsaiure zuriickverwandeln. Worauf der Unter- 
schied der beiden Former beruht, ist noch nicht geklart. 

Zur Uberfithrung der Aminosiiure in die Lactamsiure 
wurde eine kleine Menge der ersteren in einem Glasréhrchen 
im Paraffinbad 15 Minuten lang auf etwa 210° erhitzt, die 
Substanz sinterte dabei zusammen. Dann wurde die Masse 
unter gelindem Erwiirmen in Hisessig gelést und die Lisung 
mit eimer reichlichen Menge heiben Wassers versetzt. Beim 
Erkalten schieden sich nadelférmige Krystalle aus, die bei 
derselben Temperatur (262—264°) wie notorisches Isodesexy- 
biliansiureisoxim schmolzen, auch der Mischschmelzpunkt war 
derselbe. Zum Vergleich war die gleiche kleine Menge Amino- 
sdure unter schwachem Erwirmen in wenig Eisessig gelést 
und mit der entsprechenden Menge heifen Wassers versetz' 
worden, diese Probe blieb beim Erkalten vollstandig klar. 

Kine andere Probe der Aminosiure (0,3 g) léste man in 
Kisessig (7 ccm) und erhitzte die Losung auf dem Dampfbad 
30 Minuten lang, hierauf wurde sie nit heibem Wasser (50 ccm) 
versetzt. Beim Erkalten schieden sich Prismen vom Schmelz- 
punkt der Lactamsiure aus, auch der Mischschmelzpunkt lag 
awuf der gleichen Héhe. Analyse des bei 115—120° ge- 
irockneten Materials: 

0.1034 g Substanz gaben 0,2414 g CO, und 0,0791 g H,O. 

Fiir C,,H,,NO; Ber. 63,82 °/, C 8,26 °/, H 
Gef. 63,69 8,56 


3. Dioxim und Diisoxim der I[sobiliansiure. 3 ¢ 
Isobiliansiiure (in bekannter Weise iiber das Bariumsalz ge- 
reinigt, nicht umkrystallisiert) wurden mit 6 g Hydroxylamin- 
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lydrochlonid und 43 cem 10°/,iger Natronlauge zusammen- 
sebracht und das Gemisch 3 Stunden auf dem Dampfbad er- 
hitzt, wobei eine klare, schwach gelbbraun gefirbte Lésung 
resultierte. Nach 24stiindigem Stehen der Fliissigkeit bei 
Raumtemperatur gab man einen Uberschu8 10 ‘/,iger Hssig- 
siure hinzu. Die entstandene ziemlich farblose Fallung saugte 
man nach kurzer Zeit ab, wusch sie mit essigsiurehaltigem 
Wasser aus und trocknete sie anfangs auf einem Tonteller, 
spiiter im Trockenschrank bei 110°. Ausbeute 2,75¢. Eine Probe 
des Dioxims wurde aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. 
Die Substanz zersetzte sich danach bei 263° (unscharf) (von 
Schenck?) fir Biliansiuredioxim gefunden 266°. Pregl 
a. a. QO.) gibt an, da beide Dioxime sich bei gleichzeitigem 
Krhitzen bei 270° unter Briunung zu zersetzen begannen und 
gegen 300° vollkommen verkohlt waren, ohne zu schmelzen. 

Fiir die Umlagerung wurde das nicht umkrystallisierte 
Dioxim benutzt. 1g dieses Rohproduktes wurde mit 12 ccm 
der starken Schwefelsiiure 12—15 Minuten auf dem Dampf- 
had erhitzt, wobei eine braunrote, blau oder violett fluores- 
cierende Liésung entstand. Nach dem Erkalten go8 man die 
Hliissigkeit auf Kis und setzte eine reichliche Menge eiskaltes 
Wasser hinzu. Die ziemlich weiBe Fallung wurde nach Ab- 
‘augen usw. in wenig Kisessig hei. gelést, die Lésung mit 
leiBem Wasser verdiinnt. Beim Abkiihlen schied sich eine 
Krystallisation in kleinen Tiifelchen, die unter dem Mikroskop 
oft die Gestalt von gleichseitigen Dreiecken zeigten, ab. Die 
K\rystalie enthalten anscheinend Krystallwasser und wurden 
ir die Analyse hei 115—120° getrocknet. Ausbeute 0,48 g. 
Schmelzpunkt: der Stoff zersetzte sich nach vorhergehendem 
Sintern unter Aufschiiumen und Braunfiirbung bei 239-- 240°. 
Biliansiiure-diisoxim beginnt bei etwa 250° sich schwach zu 
hriunen und schiumt bei etwa 258° unter Zersetzung auf.*) 

0,1008 g Substanz gaben 0,2205 g CO, und 0,0712 g H,0. 


01834 ¢ P lieferten 9,2 cem N bei 19,5° u. 754,7 mm He. 

i ; ? b] } 

Fiir C,,H,,N,0; Ber. 59,97°/, C 71,56 °), Hi 5,63 °/, N 
Get. 59,68 7,90 581 


'’ Diese Zs. Bd 89, S. 364 (1914). 
*) Diese Zs. Bd. 89, S. 365 (1914). 
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Auch aus heibem Wasser allein lat sich das Diisoxim 
umkrystallisieren. Das Filtrat von der Fallung lieferte beim 
Neutralisieren mit starker Natronlauge und Wiederansiuern 
mit 10°/,iger Essigsiiure noch eine sehr geringfigige Menge 
Diisoxim, die vernachlissigt werden konnte. Isobiliansiure- 
diisoxim lést sich schon in der Kilte in 25°/,iger Salzsiure 
volistiindig auf, die Lésung bleibt nach kurzdauerndem Erhitzen 
und darauffolgendem Abkiihlen klar. Wie bereits oben er- 
wihnt, erfolgte nach 1stiindigem Kochen am RiickfluBkihle: 
(0,15 g Diisoxim, 6 ccm 25°/,iger Salzsiiure) beim kriftigen 
Schiitteln der erkalteten Lésung eine krystallinische Ausschei- 
dung, die noch untersucht werden soll. 


Die zu den Versuchen 1 und 2 als Ausgangsmaterial be- 
nutzte Kisessig—Desoxycholsiure war uns von der Chemischen 
Fabrik J. D. Riedel, A.-G., Berlin-Britz zu Vorzugspreis ge- 
liefert worden, wofiir wir der Firma bestens danken. Ebenso 
sprechen wir der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, 
die uns bei Ausfiihrung der vorstehenden Untersuchungen durch 
(teldmittel unterstiitzt hat, unseren verbindlichsten Dank aus. 


re 











Uber Thiocellobiose und Thiocellobioside. 
Von 
Fritz Wrede und Otto Hettehe, 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, September 1927.) 


Wegen gewisser Wirkungen auf den Organismus war uns 
die Darstellung schwefelhaltiger Zucker erwiinscht, die eine 
etwas gréBere Stabilitit zeigten als die friiher von einem 
von uns?) dargestellten Glucosederivate. Es schien angezeigt, 
dazu die Cellobiose zu verwenden, von der schon ein schén 
krystallisiertes Schwefelderivat beschrieben war, das sich durch 
eine erhebliche Widerstandsfahigkeit auszeichnete.?) 

Die Acetobromcellobiose heB sich in alkoholischer Liésung 
mit einer alkoholischen Lésung von Kaliumdisulfid zur Reaktion 
bringen. Das Acetat des Dicellobiosyldisulfids fiel aus der 
Fliissigkeit als mikrokrystallinisches, weibes Pulver aus: 

20,,H,,0,,(CH,CO),Br + K,S, = [C,,H,,0,,(CH,CO),],8, + 2KBr. 

Durch Verseifen mit methylalkoholischem Ammoniak wurde 
das freie Disulfid gewonnen, das gegeniiber den friiher beschrie- 
benen Zuckerdisulfiden keine bemerkenswerten neuen Higen- 
schaften zeigte. 

Das Disulfid — und zwar wird zweckmaBig das Acetat 
verwandt — lieB sich in verschiedenen Medien reduzieren. 
Als besonders geeignet erwies sich die Reduktion in Essig- 
siureanhydrid mit Zinkstaub. Dabei wurde primir das Di- 
sulfid zum Mercaptan reduziert, dies dann durch das Kssig- 
siiureanhydrid acetyliert. Zur vollstandigen Acetylierung wurde 
etwas Natriumacetat zugesetzt: 


1) Wrede, Diese Zs. Bd. 119, 8. 46 (1922). 
2) Wrede, Diese Zs. Bd. 108, 5. 115 (1919). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXII. 12 
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[C,,H,,0,9(CH, CO), 8, + 2H —-> 2C,,H,,0,9(CH,CO),-SH 
—-> 2C,,H,,0,,S(CH,CO), . 


Nach der Zerstérung des Essigsiureanhydrids durch Ver- 
setzen mit Wasser wurde die Octaacetylthiocellobiose als schén 
krystallisierte Substanz erhalten. 

Die Reduktion des Disulfidacetats lieB® sich auch zur 
_Heptaacetylthiocellobiose durchfiithren. Die besten Erfolge 
wurden erzielt, als die Reaktion in Phenol, dem etwas Wasser 
und etwas Essigsiiure zugesetzt war, mit gut wirkendem 
Aluminiumamalgam bewirkt wurde. Die Ausbeute war aber 
schwankend und immer ziemlich gering. Die so erhaltene 
krystallisierte Heptaacetylthiocellobiose zeigte eine gewisse Nei- 
gung, sich an der Luft zum Disulfid zuriickzuoxydieren. Sie 
zeigte keine Mutarotation. 

Wurde die oben erwithnte, leicht zugiingliche Octaacetyl- 
verbindung mit methylalkoholischem Ammoniak verseift, so 
bildete sich die freie Thiocellobiose, die als weiBes Pulver ge- 
wonnen wurde. Ihre Krystallisation gliickte bisher noch nicht. 
Sie zeigte reduzierende Wirkung, gab mit gewissen Metallen 
— ebenso wie Mercaptane — salzartige Verbindungen. Be- 
sonders gut lieB sich das Silbersalz, C,,H,,O,,SAg, isolieren. 
Die freie Thiocellobiose zeigte in wiBriger Lésung eine lang- 
same Anderung der optischen Aktivitit. : 

Das erwiihnte Silbersalz lieB sich mit Jodmethyl und 
Jodiithyl zu den entsprechenden Methyl- und Athylthiocello- 
biosiden umsetzen, die in Form ihrer Acetate zu gewinnen 
waren. Das Methylthiocellobiosidacetat war auch aus der 
Heptaacetylthiocellobiose mit Diazomethan dargestellt worden: 


C,,H,,0,9(CH,CO),SH + CH,N, = C,,H,,0,CH,CO),SCH, + N,. 


-- Das Methyl- und Athylthiocellobiosid konnte aus den 
Acetaten durch Verseifen gewonnen werden. Beide Verbin- 
dungen wurden in Form hiibscher Krystalle isoliert. = - 

Auf alle die beschriebenen Kérper wirkte Emulsin in der 
Weise ein, daB die Cellobiosekomponente unter Freiwerden 
von Glucose gespalten wurde. Aus dem Diceliobiosyldisulfid 
wurde so Diglucosyldisulfid gewonnen, aus dem Methylthio- 
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cellobiosid das Methylthioglucosid. Beide Verbindungen konnten 
in Form ihrer Acetate charakterisiert werden. 


Experimenteller Teil. 


Dicellobiosyldisulfidacetat. 


Das Cellobioseacetat wird nach der Methode von Freuden- 
berg’) aus Watte dargestellt, die Acetobromcellobiose nach 
der Methode von E. Fischer und Zemplen?) mit der Varia- 
tion, daB das Cellobioseacetat (5 g) mit Bromwasserstoff—EKisessig 
(25ccm) und Chloroform (10 ccm) versetzt wird. Die Aufarbei- 
tung ist sonst aber die iibliche. Die Kaliumdisulfidlésung wird 
wie folgt bereitet: 0,8 g blankes Kaliummetall werden in 50 ccm 
Methylalkohol gelést. Die Halfte der Lésung wird mit Schwefel- 
wasserstoff gesittigt. Die beiden Hilften werden dann wieder 
zusammengegeben und mit 1g Schwefelmilch (also mehr, als 
zur Bildung des Disulfids nétig ist) erwirmt. Der Schwefel 
geht in kurzer Zeit in Lésung. Dieses Kaliumpolysulfid wird 
nun sofort zu einer kurz zuvor bereiteten Auflésung von 
14 ¢ Acetobromcellobiose in 400 ccm heiSem Athylalkohol ge- 
geben. Die Lésung hellt sich auf. Das Dicellobiosyldisuifid- 
acetat fallt beim Abkiihlen zusammen mit etwas krystalli- 
siertem Schwefel aus. Nach etwa 12 Stunden Stehen wird der 
Niederschlag abgesaugt, mit Alkeohol, dann mit Wasser ge- 
waschen und getrocknet. Das Priparat ist zur Darstellung 
der Thiocellobiosederivate rein genug. — Zur weiteren Reini- 
gung des Acetats wird das Rohprodukt in méglichst wenig 
Chloroform gelést und vom Schwefel abfiltriert. Das Filtrat 
wird mit viel Methylalkohol versetzt, worauf das Disulfidacetat 
nach einigen Minuten ausfallt. Der ReinigungsprozeB kann 
mehrmals wiederholt werden. Zur Analyse wird im Vakuum 
bei 100° getrocknet. 

27,740 mg Substanz gaben 22,12 ecm Ba(OH), fiir C und 15,21 cem 
Ba(OH), fiir H.°) . 


Seed 





et 


1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 767 (1921). 
*) Chem. Ber. Bd. 43, S 2536 (1910). 
*) Analyse nach Lindner, Zs. anal. Chem. Bd. 66, 5. 305 (1925). 
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0,1478 g Substanz gaben 0,0540 g BaSQ,. 
C.,H,,05,S, (1302,7) Ber. 47,899, C 5,429, H 4,92% S 
Gef. 47,84 5,58 5,02 


Optisches Verhalten: I. 95,9 mg Substanz in 5 cem Chloroform 
gelést, gaben im 2dm-Rohr: « =— 3,02% II. 78,6 mg ebenso gaben: 
a =— 2,49°. 

[a],? =— 78,79 und — 79,2° 


Die Substanz bildet ein weiBes Pulver, das unter dem 
Mikroskop runde, radiir gestreifte Kugeln zeigt. Sie ist in 
Ather, Petrolither, kaltem Alkohol und Wasser fast unléslich, 
leicht léslich in Chloroform. Der Schmelzpunkt liegt bei 271 
bis 273 ° 

Dicellobiosyldisulfid. 

Das fein zerriebene Acetat wird mit etwa der zehnfachen 
Menge seines Gewichtes methylalkoholischen Ammoniaks iiber- 
gossen und bei 0° unter dfterem Umschiitteln 20 Stunden im 
verstopften Gefi8 aufbewahrt. Die klare Lésung wird im 
Vakuum auf den dritten Teil eingedampft, dann mit trocknem 
Ather versetzt, solange noch eine Fiallung entsteht. Diese wird 
abgesaugt und sofort im Vakuumexsiccator getrocknet. 

0,1064 g Substanz gaben 0,0670 g BaSQ,. 

C,H ,.O0n0S_ (714,6) Ber. 8,98 °, S Gef. 8,65 %/, S. 

Optisches Verhalten: I. 44,0 mg Substanz in 5 cem Wasser 


gelést, gaben im 2dm-Rohr: « = — 1,60°. II. 39,4 mg Substanz ebenso 
gaben: « = — 1,43°. 


[a}n? =— 90,99 und — 90,7°. 

Das Disulfid bildet ein weiBes Pulver, das an der Luft 
zerflieBt. Der Geschmack ist kaum siiB. Bei etwa 165—170° 
schiumt es auf. Es lést sich leicht in Wasser, schwer in 
organischen Lésungsmitteln. Fehlinglésung wird in der Hitze 
gelbgriin gefirbt, ohne daB es zu einer Abscheidung von Kupfer- 
oxydul kommt. Sodaalkalische Indigocarminlésung wird beim 
Kochen langsam (in etwa 3 Min.) entfairbt. Kaliumpermanganat 
entfarbt sich in der Kalte allmihlich, schnell beim Erhitzen. 


Einwirkung von Emulsin: Etwa 0,5 g der Substanz werden 
in etwa 5 cem Wasser gelést und mit 0,1 g Emulsin versetzt. Zur Ver- 
hinderung von Fiulnis wird etwas Toluol zugefiigt. Nach 2 tigigem 
Stehen bei 37° wird mit einer kleinen Messerspitze Natriumacetat ver- 
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setzt, aufgekocht und durch Kieselgur filtriert. Das Filtrat reduziert 
stark Fehlingsche Liésung. Durch Hefe wird die Glucose zerstért 
24 Std. 37°). Dann wird wieder filtriert, im Vakuum eingedampft und 
mit Natriumacetat und Essigsiiureanhydrid in gewohnter Weise reacety- 
liert. Durch EingieBen in Wasser werden Krystalle gewonnen, die sich 
nach dem Reinigen durch ihren Schmelzpunkt als Diglucosyldisulfid- 
acetat erweisen. 


~ Octaacetylthiocellobiose. 


5g des Dicellobiosyldisulfidacetats werden in 40 ccm Essig- 
siureanhydrid geldést, mit 1g wasserfreiem Natriumacetat ver- 
setzt und zum schwachen Sieden erhitzt. Dann wird unter 
stindigem Umschiitteln und Erhitzen portionsweise mit 5 ¢ 
Zinkstaub versetzt. Nach etwa 20 Minuten wird hei& vom 
Zinkstaub abgesaugt. Der Rickstand wird mit etwas heiBem 
Kisessig gewaschen. Das Filtrat wird mit etwa der 10 fachen 
Menge Wasser verriihrt. Die Acetylthiocellobiose scheidet sich 
krystallinisch ab. Sie wird mehrmals aus Alkohol umkrystalli- 
siert. Ausbeute etwa 4,5 g. 

22,128 mg Substanz brauchten 17,80 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
12,15 eem n/10-Ba(OH), fiir H. 

0,1868 g Substanz gaben 65,4 mg BaSQ,, 

C,3;H,,0,,8 (694,3) Ber. 48,39 °/, C §,47°/, H 4,62°/, S 


Gef. 48,26 5,54 4,81 
Optisches Verhalten: I. 0,1223 g Substanz in 5 ecm Chloro- 
form gelést, zeigten im 2dm-Rohr: « =— 0,63° II. 0,2447 g Substanz 
ebenso zeigten: « = — 1,27°. 
[a]5° =— 12,9° und —13,0°. 


Der Korper bildet lange weiBe Nadeln vom Schmelzp. 205°. 
Er lést sich leicht in Chloroform und in heiBem Alkohol, wenig 
in kaltem und in Wasser. 


Heptaacetylthiocellobiose. 


Die Darstellung wurde nach verschiedenen Methoden mit 
wechselndem Erfolg durchgefiihrt. 3g Dicellobiosyldisulfidacetat 
werden in 40 g reinem Phenol durch leichtes Krwirmen in Lésung 
gebracht. Dann wird ein Gemisch von 3ccm Wasser, 3ccm Alkohol 
und 38ccm Essigsiure zugesetzt, sowie etwa 5g gut wirksames 
Aluminiumamalgam. Es wird durch Kiihlung dafir gesorgt, 
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daB die Temperatur zwischen 25 und 35° bleibt. Nach etwa 
‘/, Stunde wird vom unverbrauchten Aluminium abgesaugt 
(Filterplattchen ohne Papier), Die Fliissigkeit wird zentri- 
fugiert, dann wird mit Wasser versetzt und im Vakuum bei 
etwa 60° der griBte Teil des Phenols abgedampft. Der Riick- 
stand zeigt beim Versetzen mit Methylalkohol Krystallisation. 
Ks wird mehrfach aus Methylalkohol umkrystallisiert. 


' 24,678 mg Substanz brauchten 19,43 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
13,50 cem n/10-Ba\OH), fiir H. 

0.2078 g Substanz gaben 75,8 mg BaSQ,. 

C,,H5,0,;8 (652,83) Ber. 47,83°9/, C 5.56%, H 4,929, S 


Gef. 47,24 5,52 5,01 
Optisches Verhalten: I. 0,1213 g Substanz in 5eem Chloro- 
form gelést, zeigten im 2dm-Rohr: a =— 0,60° II. 0,1210 g Substanz 
ebenso zeigten: a = — 0,62°. 
(o]2° =— 12,49 und —12,8% 


Die Substanz bildet weiBe, rosettenférmig angeordnete 
Plattchen, gelegentlich auch Nadeln. Da sie sich bald an der 
Luft oxydiert, enthalt sie- kleine Mengen des Disulfidacetats, 
selbst kurz nach erfolgtem Umkrystallisieren. Sie schmilzt bei 
197° zu einer triiben Fliissigkeit, die sich bei etwa 220° klart. 
In Chloroform und in heiBem Alkohol ist sie leicht loéslich, 
schwer léslich in kaltem Alkohol, fast unldslich in Wasser. 
Mit einer Lésung von Diazomethan in Chloroform bildet sich 
das Methylthiocellobiosidacetat (siehe unten). 


Thiocellobiose. 


5g der Octaacetylthiocellobiose werden mit etwa 50 ccm 
methylalkoholischem Ammoniak iibergossen und im gut ver- 
schlossenen GefiB (wegen Gefahr der Oxydation) bei etwa 0° 
8 Stunden aufbewahrt. Das Acetat geht dabei sehr schnell 
in Lésung. Es wird nun im Vakuum auf etwa ein Viertel 
eingedampft, dann mit etwa 20ccm absolutem Alkohol und so 
lange mit trocknem Ather versetzt, als noch ein Niederschlag 
entsteht. Derselbe wird abgesaugt und sofort in den Vakuum- 
exsiccator iiber Phosphorpentoxyd gebracht. Die Substanz wird 
bei 80° im Vakuum iiber P,O, getrocknet. 

ess, 
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0,1160 g Substanz gaben 0,0713 g BaSQ,. 
C,,H,,0,9S (358,2) Ber. 8,95 °/, S Gef, 8,44°/, S. 
Optisches Verhalten: Die Lésung in 50°/,igem Alkohol zeigt 
Veriinderung der Drehung: 0,0624g Substanz in 5eem 50°/,igem Alkohol 
geliést, zeigten im 2 dm-Rohr: 


Nach '/, Stunde « = — 0,83° [«]?° = — 33,3° 
» 16 Stunden a« = — 0,68° 
» 40 ” a =— 0,61° 
= ‘ a =— 0,15° 
» 38 Tagen a@= _ 0,00 
” 4 ” a=>-+ 0,21° 
a TE ne a =-+ 0,37° [aly° =-+ 148°. 


Die Drehung blieb dann konstant. 

Kine zweite Bestimmung gab ganz iihnliche Werte. — Die 
Substanz bildet ein weiBbes Pulver, das an der Luft zerflieBt. 
Sie schmeckt siiBbitter, mit einem Nachgeschmack wie Schwefel- 
dioxyd. Sie sintert, nachdem sie stark getrocknet ist, bei etwa 
110°. In Wasser ist sie leicht léslich, schwer léslich in Alkohol, 
fast unléslich in anderen organischen Lisungsmitteln. Fehling- 
lésung wird in der Hitze griingelb gefairbt, ohne daB Kupfer- 
oxydul abgeschieden wird. Sodaalkalische Indigocarminlésung 
wird beim Kochen sehr langsam entfirbt (2—3 Minuten). Beim 
Kochen mit 20°/,iger Salzsiure entsteht Schwefelwasserstoff. 
Nach dem Kochen ist die Fehlingreaktion positiv. Kalium- 
permanganat wird schon in der Kilte sofort reduziert. Beim 
Erhitzen mit Essigsiiureanhydrid und Natriumacetat (100°, 
2 Stunden) bildet sich die krystallisierte Octaacetylverbindung 


vom Schmelzp. 205° zuriick. 


Silbersalz der Thiocellobiose. 


Das Acetat der Thiocellobiose wird, wie oben angegeben, 
mit methylalkoholischem Ammoniak verseift. Die Lésung wird 
auf ein Viertel ihres Volumens eingedampft, dann werden etwa 
200 ccm absoluter Athylalkohol zugesetzt, sowie eine Lisung 
von Silberoxyd in alkoholischem Ammoniak (2 g Silbernitrat 
mit 10°/,igem Ammoniak gerade gelést, dazu 50cem Alkchol), 
Das Silbersalz fillt als weiBes amorphes Pulver aus. Es wird 
abgesaugt und sofort im Exsiccator getrocknet. 
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19,070 mg Substanz gaben 4,345 mg Ag. 
41,600 mg ” » 9,251 mg Ag. 
C,.H,,0,,SAg (465,1) Ber. 23,20°/, Ag  Gef. 22,79, 22,249/, Ag. 


Die Substanz bildet ein weifes Pulver, das sich an der 
Luft gut halt. Es schmilzt bei etwa 155° unter Zersetzung. 


In Wasser ist es leicht léslich, in organischen Solvenzien un- 
léslich. 


Methylthiocellobiosid-Heptaacetat. 


Die Verbindung wurde auf zwei verschiedenen Wegen ge- 
wonnen. 

I. 2¢ Thiocellobiosesilber werden in etwa 30 ccm Wasser 
gelést und mit etwa 2ccm Jodmethyl 12 Stunden unter ge- 
legentlichem Schiitteln aufbewahrt. Das Filtrat erweist sich 
dann als silberfrei, Es wird im Vakuum eingedampft, der 
sirupése, kaum gefirbte Riickstand wird mit etwa 30 ccm 
Kssigsiiureanhydrid und etwa 2g trocknem Natriumacetat 
2 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt. Dann wird im Vakuum 
moéglichst viel von dem Anhydrid abdestilliert; der Riickstand 
wird mit etwa 100ccm Wasser verriihrt. Nach kurzer Zeit 
erstarrt er zu Krystallen. Diese werden nun in heiBem Alkohol 
aufgenommen, die Lésung wird durch Kieselgur filtriert. Beim 
Abkiihlen krystallisiert die Verbindung in Nadeln aus. Es wird 
noch einmal aus heifem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 
etwa 2¢. 

19,666 mg Substanz brauchten 15,83 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
11,07 ecem n/10-Ba(OH), fiir H. 

0,1817 g Substanz gaben 62,5 mg BaSQ,. 

C,,H,,0,,8 (666,4) Ber. 48,62% C 5,72°, H 4,81% S 

Gef. 48,30 5,67 4,73. 

Molekulargewichtsbestimmung: 0,661 mg Substanz in 

5,396 mg Campher gaben eine Depression von 8°. 


Mol.-Gew. Ber. 666 Gef. 613. 

Optisches Verhalten: I. 79,7 mg Substanz in 5 cem Chloro- 
form gelést gaben im 2dm-Rohr: a =— 0,65. II. 82,3 mg Substanz 
ebenso gaben: a = — 0,66°. 

[a]g° =—20,4° und — 20,1°. 


Das Acetat bildet feine weiBe Nadeln, die in Chloroform 
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und heiBem Alkohol leicht léslich, in kaltem Alkohol und 
Wasser sehr schwer léslich sind. Sie schmelzen bei 200°. 


II. Die oben beschriebene Heptaacetylthiocellobiose wird 
in Chloroform gelést. Dann wird aus Nitrosomethylurethan und 
methylalkoholischem Kali in bekannter Weise Diazomethan 
entwickelt, das in der Chloroformlésung aufgefangen wird. Nach 
einigen Stunden wird das iiberschiissige Diazomethan und das 
Chloroform abgedampft, der Riickstand wird durch mehrfaches 
Umkrystallisieren aus Alkohol gereinigt. Die Substanz erweist 
sich mit der nach der Methode I gewonnenen durchaus iden- 
tisch. (Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt.) 


Methylthiocellobiosid. 


Das Acetat wird mit etwa der 10fachen Menge methyl- 
alkoholischen Ammoniaks in iiblicher Weise verseift. Die 
Lésung wird auf etwa ein Viertel ihres Volumens eingedampft 
und mit so viel Ather versetzt, daB eine Triibung entsteht. 
Das Thiocellobiosid krystallisiert aus. 

0,1102 g Substanz gaben 0,0682 g BaSQ,. 

C,3H.,0,9 (372,3) Ber. 8,61°/, S Gef. 8,50°/, S. 

Optisches Verhalten: I. 18,7 mg Substanz in 1,017 g Wasser 
gelést, gaben im 1dm-Rohr: « =— 0,57°. II. 24,46 Substanz mg in 
1,018 g ebenso zeigten: « =— 0,76°% 


[a]?2° =— 30,59 und —31,4°% 


J 


Die Substanz bildet feine weiBe Krystallnadeln, die rosetten- 
artig gruppiert sind. Sie lést sich leicht in Wasser, miBig in 
heiBem Alkohol, ist fast unlislich in Ather. Der Schmelz- 
punkt liegt bei 220°. Der Geschmack ist siiBlichbitter. Feh- 
linglésung wird nicht reduziert. Nach kurzem Kochen mit 
20°/, iger Salzsiiure — wobei sich der Geruch nach Mercaptan 
bemerkbar macht — reduziert die Lésung kraftig. Bei der 
Kinwirkung von Emulsin (37°, 2 Tage) wird offenbar die Cello- 
biosekomponente gespalten: Fehlinglésung wird reduziert, es 
laBt sich Glucosazon aus der Lésung gewinnen. Beim Reacety- 
lieren mit Essigsiiureanhydrid und Natriumacetat (2 Stunden, 
100°) bildet sich das Heptaacetat vom Schmelzp, 200° zuriick. 
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Athylthiocellobiosid-Heptaacetat. 

Die Verbindung wird entsprechend wie das Methylderivat 
hergestellt. Nur muB8 bei der Kinwirkung des Silbersalzes aut 
Jodiithyl fiir etwas erhébte Temperatur gesorgt werden (35°, 
2 Tage). Die Verarbeitung ist ganz wie bei dem Methylthio- 
cellobiosid. 

29,110 mg Substanz brauchten 23,77 eem n/10-Ba(OH), fiir C und 
17,33 ecem n/10-Ba(OH), fiir H. 

0,1679 g Substanz gaben 0,0556 g BaSQ,. 

C,.H,,0,;8 (680,4) Ber. 49,38°/, C 5,949, H 4,719/, S 

Gef. 49,02 6,60 4,55 

Optisches Verhalten: I. 0,1346 g Substanz in 5 eem Chloro 
orm gelést, zeigten im 2dm-Rohr: a= —1,45° II. 0,0868 g Substanz 
ebenso zeigten: a = — 0,92° 

[a]7,° = — 26,9° und — 26,5° 

Die Substanz bildet feine weibe Nadeln vom Schmelz- 
punkt 193°. Die Loslichkeit ist &hnlich der des Methylderi- 
vates (siehe oben). 


Athylthiocellobiosid. 


Der K6rper wird aus dem Acetat analog wie das ent- 
sprechende Methylderivat gewonnen. Die Krystalle werden be: 
100° im Vakuum getrocknet. 

0,1221 g¢ Substanz gaben 0,0730 g BaSQ,. 

C,,H,,0,,5 (386,38) Ber. 8,30°/, S Gef. 8,21°/, S. 

Optisches Verhalten: 16,11 mg Substanz in 1,017 g Wasser 
gelést, zeigten im 1 dm-Rohr: a =— 0,60°% II. 20,775 mg Substanz in 
1,012 g Wasser ebenso: a = — 0,77°. 

[a',° =— 37,9° und — 37,6°% 

Das Glykosid bildet schéne weiBe Nadeln vom Schmelz- 
punkt 219% Es zeigt Kigenschaften, die denen des Methyl- 
thiocellobiosids ganz ahnlich sind. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir fir die Uberlassung von Mitteln, die zur Durchfiihrung 
der Arbeit nétig waren. 




















Uber Fluorhamin. 
Von 


William Kiister und 0. Neunhdffer. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium f. organ. u. pharmaz. Chemie der Techn. Hochschule 
Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Oktober 1927.) 


In Fortsetzung der Versuche zur weiteren Charakteri- 
sierung des Himinmolekiils, andere Acyle an Stelle des Chlors 
einzufiihren, wurde nun auch die Gewinnung eines Fluor- 
himins in Angriff genommen. Es zeigte sich, daB nach der 
Kisessigmethode ein Erfolg nicht zu erreichen war, ferner, daB 
heim Erhitzen von Chlorhimin mit einem UberschuB von 
Fluorkalium und Kisessig zwar ein Teil in Lésung ging, beim 
Erkalten aber nicht auskrystallisierte, sondern durch Wasser 
oder Ather ausgefiillt werden muBte und dann nicht mehr 
fluorhaltig war. Auch versagte die Umscheidung von Chlor- 
himin mit Hilfe von Pyridin—Chloroform, wenn der Eisessig 
geringe Mengen von Fluoriden enthielt, insofern, als sich nun 
auch kein Chlorhimin mehr ausschied. Es scheint demnach 
zwar eine groBe Neigung zur Bildung eines Fluorderivates zu 
bestehen, dasselbe erleidet aber unter der Wirkung des Kis- 
essigs eine Umwand!ung derart, daB entweder ein De(hydro- 
fluorid)hiimin entsteht, das dann acetyliert wird oder da’ sich 
sofort ein Acetylhimin bildet, deren Sitz wohl nicht am Eisen, 
sondern an der einen ungesittigten Seitenkette zu suchen 
sein wird, was mit der Lactonstruktur des Kisessighimins sehr 
gut in Zusammenhang stehen wiirde. Die Versuche wurden 
in einem aus einem Stiick gepreBten Kupferbecher ausgefihrt, 
der gleichmiBig vergoldet werden konnte. Beim Arbeiten in 
glisernen GefaiBen wurden Priparate erhalten, die stark mit 
Kieselsiure oder kieselfluorwasserstoffsauren Salzen verun- 
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reinigt waren, die sich durch Lésen in Hisessig nicht ab- 
trennen lieBen, da sie ebenfalls in heiBem Eisessig léslich 
waren. Beim Erkalten krystallisierten dann Gemenge mit 
dem Hiimin aus, die sehr viel mehr Kieselsiure enthielten, 
als etwa dem molaren Verhiltnis beider Stoffe entspricht. 
Weitere Versuche zur Gewinnung eines Fluorhimins 
wurden mit einem Monoiathylichlor)hiamin nach Mé6rner aus- 
gefiihrt, das sich in Chloroform leicht, in Athylalkohol sehr 
schwer liste. Die alkoholische Lésung desselben wurde nach 
Zusatz einer konzentrierten wiifrigen Lésung von Silberfluorid 
auf dem Wasserbade erwirmt, wobei sich ein _ griinlich 
schwarzer Niederschlag ausschied, der sich nur sehr langsam 
durch Filtration von der Mutterlauge abtrennen lieB. Er gab an 
heiBen Eisessig den Farbstoff ab, aber unter Abspaltung des 
Fluors, ferner lieB sich der Farbstoff mit Chloroform etwa 
zur Halfte seiner Menge extrahieren, wahrend der Rest vom 
mitausgefallenen Silberchlorid hartnickig festgehalten wurde.') 
Da die Ausbeuten aber sehr gering waren und sich bei einer 
Priifung unter dem Mikroskop zeigte, daB Kisessighimin von 
einer wiiBrigen Silberfluoridlésung sichtbar angegriffen wird, 
wurde fiir eine dritte Versuchsreihe ein aus einem Aceton- 
himin nach der Ejisessigmethode umgeschiedenes Himin- 
priparat verwendet. 1g desselben wurde in 50 ccm Aceton 
suspendiert und mit einem Uberschu8 von konzentrierter wiib- 
riger Silberfluoridlésung versetzt, worauf eine halbe Stunde 
zum Sieden erhitzt wurde. Nach dem Stehen iiber Nacht 
hatte sich ein Niederschlag abgesetzt, der sich gut filtrieren 
lie8 und dem durch eine Extraktion mit Aceton fast aller 
Farbstoft entzogen werden konnte, wiihrend Chlorsilber zuriick- 
blieb. Die Umsetzung in der Suspension war vollstindig ge- 
worden, denn die Lisung des Praparats in 5°/,iger Soda, wie 
die in Kahlauge lieferte nach Ansiuern mit Salpetersiure ein 
Hiltrat, das keine Chlorionen enthielt, wihrend nach dem An- 
siuern mit Essigsiure der Nachweis von Fluorionen gelang, 


') Da’ Chlorsilber entstanden war, wurde nach Abrauchen mit 
konzentrierter Salpetersiure festgestellt. 











Uber Fluorhimin. 181 


aber nur in der mit Kalilauge hergestellten Lisung. Dieses 
Verhalten spricht wieder dafiir, daB der Sitz des Fluors nicht 
am Eisen zu suchen ist. Das aus der Acetonlésung ab- 
ceschiedene Fluorhimin wurde nur undeutlich krystallisiert 
erhalten. Es ist schwarz gefirbt und erschien im Gegensatz 
zum Chlorhimin glanzlos. Abgesehen vom Aceton lést es sich 
in organischen Solventien duferst schwer, durch Kisessig er- 
folat die Umwandlung zu einem fluorfreien Himinderivat. 
Das Spektrum einer Lésung des monoiithylierten Fluor- 
himins in Chloroform zeigte ein Band bei 2605—630, wah- 
rend das entsprechende Chlorhaimin bei 595—620 absorbierte. 
Die Bestimmung des Fluors erfolgte nach Zerstérung der or- 
ganischen Substanz durch Gliihen mit einem aus viel Soda 
und Natriumperoxyd') bestehenden Gemisch im Nickeltiegel. 
Die erkaltete Schmelze lieB beim Aufnehmen in Wasser EKisen- 
oxyd zuriick, das Fluor wurde nach Neutralisation mit Essig- 
siure als Calciumfluorid gefallt, der abfiltrierte und getrock- 
nete Niederschlag nach dem Veraschen des Filters schwach 
gegliiht und mit verdiinnter Essigsiure behandelt. Das ge- 
wogene Calciumfluorid wurde mit konzentrierter Schwefelsiure 
abgeraucht und als Calciumsulfat erneut zur Waigung gebracht. 
0,3766 g Substanz (i. V.) gaben 21,8 mg CaF, = 36,8 mg CaSQ,. 


0,1817 g 2 - » 23,5 mg Fe,Q,. 
(C,,H,,O,N,FeF), Ber. 3,00°/, Fluor und 8,83°/, Eisen. 
Mol.-Gew. 632,28 Gef. 2,82 9,04 


Das mit Hilfe von EKisessig seines Fluors beraubte Himin- 
derivat gab bei der Analyse folgende Werte: 


0,1705 g Substanz (i. V.) gaben 0,3953 g CO,, 0,0784 g H,0O. 


0,2350 g . Pe »  0,0285 g Fe,Qs. 

0,2010 g m ‘ »  0,0225¢ _,, 

C,,H,,0,N,Fe Ber. 64,09°/, C  5,08°/, H — 8,28 Fe 
674,33 Gef. 63,32 5,32 8,48 


7,84 


ec 


1) Die Zerstérung gelang auch durch Glithen mit etwa 26°/,igem 
Calciumperoxyd. Die Bestimmung des Fluors und des Kisens miBgliickte 
aber, weil sich beim Abrauchen des erhaltenen Gemenges von Calcium- 
fluorid und Eisenoxyd mit Fluorwasserstoffsiiure das komplexe EKisen- 
calciumfluorid bildete. 








Glycerophosphatspaltung durch Nierenphosphatase 
und ihre Aktivierung. 


Von 


Holger Erdtman. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2, Oktober 1927.) 


Unter den Substraten der Phosphatasen sind zwei von 
besonderer Wichtigkeit, nimlich die Kohlehydratphosphate und 
die Glycerinphosphate. Die ersteren wurden von Harden 
und Young?) entdeckt und in Zusammenhang mit ihren grund- 
legenden Arbeiten itiber den Phosphatumsatz bei der alko- 
holischen Hefegiirung studiert. Auer in der Hefe kommen 
Hexosephosphatasen in anderen Mikroorganismen vor, so z. 3. 
in Bacterium coli (Euler), ferner in Organen héherer Ptlanzeun, 
z. B. in Gerstensamen und in griinen blittern (H. u. B. Euler’), 
besonders in élreichen Samen, wie Harding*) und Plimmer 
zeigten. 

In tierischen Organen, wo sie in Zusammenhang mit 
Kohlehydratabbau, Ossifikation und Phosphorsiuresekretion 
stehen, wurde die Spaltung von Zymophosphat zuerst von 
Euler und Funke‘) nachgewiesen. Besonders reich an 
Phosphatase sind die Nieren und die Mucosa des Diinndarms, 
wo sie von Kuler und Mitarbeitern®) und von Plimmer’) 





') Harden u. Young, Proc. Roy. Soc. B. Bd. 82, 8. 321 (1910). 

*) Hl. u. B. Euler, Diese Zs. Bd. 92, 8. 292 (1914). 

*) Harding, Proc. Roy. Soc, B. Bd. 85, S. 918 (1912). 

*) Euler u. Funke, Diese Zs. Bd, 77, 8. 488 (1912). 

*) Euler, Thorin u. D. Johansson, Diese Zs. Bd. 79, S. 375 
(1912). 

6) Plimmer, Biochem. Jl. Bd. 7, 8. 43 (1918). 
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nachgewiesen wurde. Die enzymatische Spaltung von Hexose- 
monophosphat wurde von Robison}) in einer Reihe griind- 
licher Arbeiten aufgefunden und studiert. 

Kine Glycerophosphatase wurde von Neuberg und 
Karezag’) in der Hefe gefunden, spiiter in tierischen Organen 
Darm und Niere) von Grosser und Husler.*) In 6lreichen 
Samen wurde das Enzym von Némec*) beobachtet. In letzter 
Zeit ist es Kay*), sowie Martland und Robison®) gelungen, 
sehr wirksame Nieren- und Knorpelextrakte herzustellen. 

Die Glycerophosphatase ist méglicherweise an der Lecithin- 
spaltung beteiligt. 


Reinigungsversuche. 
Vorbereitende Versuche. 


p,,-Optimum. 


In der alteren Literatur sind die Acidititsbedingungen im 
allgemeinen unberiicksichtigt geblieben, und in einigen Fallen”), 
wo die Aciditét gemessen oder Puffer verwendet wurde, sind 
die Resultate trotzdem nur schwer zu beurteilen. Kay‘), der 
recht eingehend die Nierenphosphatase beschreibt, gibt fiir 
Zymophosphat und Glykokollpuffer, Zymophosphat-Borat und 
(lycerophosphat-Glykokoll ein p,-Optimum bei 8,8—9,0 an. 
Das System Glycerophosphat-Borat wurde von mir mit dem- 
selben Resultat untersucht. Unzweifelhaft gibt es mebhrere 
animale Phosphatasen. JKarrer®) beschreibt ein Enzym (aus 


') Robison u. Soames, Biochem. J]. Bd. 18, 8. 740 (1924); Kay 
u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 18, S. 750 (1924). 

*) Neuberg u. Kareczag, Biochem Zs. Bd. 36, 8. 60 (1911); 
Akamatsu, Biochem, Zs. Bd. 142, 8. 186 (1923). 

®) Grosser u. Husler, Biochem, Zs. Bd. 39, 8. 1 (1912). 

4) Némee, Biochem. Zs. Bd. 93, S. 94 (1919). 

‘) Kay, Biochem, Jl. Bd. 20, 5. 791 (1926). 

6) Martland u. Robison, Biochem. Zs. Bd. 21, 8. 665 (1927). 

’) Tomita, Biochem. Zs. Bd. 131, 8. 170 (1922); Demuth, Biochem. 
Zs. Bd. 159, S. 415 (1925). 

8; Kay, Biochem. Jl. Bd. 20, S. 791 (1926). 

*) Karrer, Tschirch-Festschr. 1926, 8. 421. 
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Helix), dessen kinetischen Verhiiltnissen die der Nierenphos- 
phatase analog sind, das aber ein ganz anderes p,,-Optimum 
hatte. (Sehr flaches Optimum bei p,, ungefihr = 3.) 


Kinwirkung der Borsaure. 

Da eine Boratlésung ein ziemlich unnatiirlicher Puffer 
eines Enzyms ist, und Ringbildung bei korrespondierenden 
OH-Gruppen leicht die Verhiltnisse komplizieren kénnte, 
wurden die Optimalbedingungen bei verschiedenen Puffer- 
konzentrationen einer Untersuchung unterworfen. 

Es wurde gefunden, daB das Optimum bei gewohnlicher 
Pufferkonzentration und nach Zusatz von einer 3 mal starkeren 
Pufferlésung zwar das gleiche, die absolute Spaltung aber in 
letzterem Falle kleiner war. Borat hemmt also die Wirkung 
des Enzyms und das Maximum der Aktivitits-p,-Kurve, d. h. 
eben der Punkt, wo der Borsiurezusatz am gréBten ist, mui 
abgeflacht erscheinen, was auch aus den Kurven Kays deut- 
lich hervorgeht. Uber den Kinflu8 der Bors&éurekonzentration 
gibt die folgende Tabelle einen qualitativen AufschluB. 


Hemmung mit Borsiure. 











Pr = 9,04. Temp. = 30% Zeit = 2 Stunden. Enzym = ungefiillter 
Nierensaft. 
H, BO,- 
Zusammensetzung der Reaktionsmischung Konzen- |™8 P ne 
tration | Phosphat 
10 cem 0,2 m Subst., 20 ecm Puffer, 10 cem Enzym]| 0,25 m 101,4 
10 eo. « Bs =» Be « 0,125 118,5 
10 ,, 0,2 ,, ’ Dy » 10 , ‘9 0,063 144,6 
10 5, 02, 5; 2 yy yy 10 yy 0,025 164,5 








10 cem Enzymlésung allein = 16,4 mg Pyrophosphat. 


Bei Untersuchungen iiber die Wirksamkeit der Phos- 
phatase darf man also nicht Proben mit verschiedener Bor- 
siurekonzentration ohne weiteres vergleichen. 

Aus praktischen Griinden wurde in dieser Arbeit Borat- 
puffer trotz der hemmenden Wirkung desselben verwendet und 
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zwar stets in gleichen Konzentrationen. Da die Sérensensche 
Pufferlésung ein etwas zu hohes p,, besitzt, wurde es durch 
Zusatz von einigen T'ropfen konzentrierter H,SO, optimal ein- 
gestellt (8,8—9,0). 


Gleichung zur Messung der Aktivitit. 
Der bei Aktivititsbestimmungen gewodhnlich benutzte Aus- 
druck?): 
k+g Substrat 


af = g+Enzympriiparat | ng 


k 
g¢ + Enzympriparat 





(wo & die experimentell gefundene Reaktionskonstante ist) 
konnte bei der Phosphatase nicht verwendet werden, wenigstens 
nicht unveriindert. Die Konstante fallt naémlich schon wihrend 
der ersten 10—20 Spaltungsprozente sehr bedeutend. 

50 ccm Enzymlésung’) (Trockengewicht = 33 mg) + 50 ccm 
Puffer, worin 5 g Natriumglycerophosphat gelést war. Im An- 
fang p, = 8,84, zu Ende p,, = 8,54. Temp. 30° 











Stunden — Mg,F,0; i: + 100 
in 10 eem 

1,0 12,2 0,033 
5 13,7 26 
2,0 17,4 25 
3,0 20,8 20 
4,5 24,9 16 
8,5 30,5 10 

24,0 52,4 6,6 
ora) (261) ae 


Die Konstante sinkt wihrend der ersten 20 °/, der Spaltung 
bis auf 1/,. 

Die Geschwindigkeit, mit der die Konstante abnimmt, ist 
wahrscheinlich von der Borsiure- event. auch von der Substrat- 
konzentration und dem von mir gefundenen ,,Aktivator“ abhingig. 
In folgendem Versuch, mit stirkerem Enzympriaparat’) und 
schwicherer Borsiiurekonzentration, war die Konstante nach 
70°/, Spaltung noch nicht auf die Hilfte gesunken. 

1) Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1749 (1923). 
*) Aus Trockenpriiparat. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CLXXII. 13 
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Stunden mg Mg,P.0, k+ 100 
1 67,9 0,36 
2 90,0 28 
4 114,0 21 
a (168) _ 








Diese sehr bedeutende Abnahme der Reaktionsgeschwindig- 
keit diirfte, wenigstens zum Teil, auf eine Enzymzerstérung und 
Spaltproduktshemmung zuriickzufiihren sein. Alkaliphosphat 
hemmt nach Martland!?) stark, was ich auch gefunden habe. 

Nach diesen vorbereitenden Versuchen konnten die Forde- 
rungen priizisiert werden, die an einen Ausdruck der Aktivitat 
der Phosphatase gestellt werden miissen. 

Folgende Gleichung wurde benutzt: 

10 
mam eo 
wo 7' die Zeit in Stunden ist, wonach das Enzym Phosphor- 
siure entsprechend 30 mg Pyrophosphat in der Reaktions- 
lésung freigemacht hat. 

Die Reaktionslésung hatte die folgende Zusammensetzung: 
15 ccm 0,2 m Na-Glycerophosphat (Kryst. Kahlbaum oder 
Merck), 10 ccm Sérensens Boratpuffer, 4 ccm Enzym und 
20 —x ccm Aq.); p, = 8,8—9,0. Die p,-Verschiebungen waren 
sehr gering und ohne Bedeutung. Temperatur immer 30°. 


Darstellung von Trockenpraparaten. 


1 kg Schweineniere wurde gemahlen, mit 1 Liter destil- 
liertem Wasser und reichlich Toluol gemischt, wonach die 
Masse bei 30—40° wihrend 24—48 Stunden autolysiert wurde. 
Dann wurde gesiebt, und die triibe Fliissigkeit (rund 1 Liter) 
mit der doppelten Menge Alkohol gefallt und abzentrifugiert. 
Die Fallung wurde mit Alkohol verriihrt und filtriert, diese 
letzte Operation 2—3 mal durchgefiibrt, wonach man das Pulver 
mit 0,5 Liter Ather wusch und, in diinnen Schichten aus- 
gebreitet, iiber eine Nacht bei Zimmertemperatur trocknete. 





1) Martland u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 21, S. 665 (1927). 
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Ausbeute rund 25 g. Es wurde dann im Vakuum aufbewahrt, 
Auch durch Glycerinextraktion kénnen starke Trockenpriiparate 
dargestellt werden. 


I. Versuche zur Reinigung vom Autolysensaft. 


Der oben beschriebene gesiebte Autolysensaft mit einem 
Trockengewicht von 0,5—1,0 g pro 10 ccm und ein Phos.-f = 
rund 100 ist sehr triibe, kann aber durch energisches Zentri- 
fugieren geklirt werden, wobei allerdings eine groBe Menge 
Enzym mit dem Sediment folgt. Durch langandauernde Auto- 
lyse wird der Saft so verindert, da8 beim Zentrifugieren nicht 
so groBe Mengen Enzym mitgerissen werden; eine wesentliche 
Verbesserung wird jedoch nicht erreicht. 

Unfiltrierter Saft: Autolyse 2 Tage 20 Std., 67,6 mg Pyrophosphat 
Filtrierter = Z t «. By Be; > 
os a o ¢ »,5§ »@» me x 7” 

Durch Alkoholfillung (0,5 Vol. Alkohol) wurde 65°/, des 
Trockengewichtes ausgefallt, da aber in der Restlésung nur 
50°/, der urspriinglichen Aktivitit geblieben war, wurde keine 
nennenswerte Aufaktivierung erreicht. Auch Kaolinadsorption 
in der Restlésung gelang nicht. Kaolinadsorptionen in dem 
Autolysensaft gab eine Adsorptionskurve, die aber mit der 
der Ausfallung durch Siuren identisch war. Tonerde sorbiert 
ziemlich gut aber das Sorbat ist schwer zu eluieren. 

Auch die von Willstitter benutzte Bleiacetatfillungs- 
methode wurde versucht, doch stets mit unerfreulichem Resultat. 
Da es trotz langdauernder Versuche nicht gelang, die Phospha- 
tase, ausgehend vom Autolysensaft, zu reimigen, machte ich einige 


II. Versuche zur Reinigung von Trockenpraparat- 
lésungen. 

Durch Schiitteln mit Wasser oder noch besser mit Salz- 
ldsungen wird das Enzym aus dem Trockenpriparat heraus- 
gelést, und zwar eluieren Boratlésungen bei p,, = 8—9, also 
beim Optimum am besten. Noch besser wirkt n/10-NaCl. 
(Juantitative Elution wird jedoch nie erreicht, die gréBte 


Menge bleibt im Riickstand. Enzymlésungen fir Aktivitits- 
13* 
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bestimmungen werden am besten unter Verwendung von sehr 
schwachem Ammoniak dargestellt, wodurch Erhéhung von 
Trockengewicht und Dialyse vermieden wird. Dialyse schwiicht 
nimlich die Aktivitaét der Lésung bedeutend. (Bis auf 1/,—1)/,.) 
20 g Trockenpriiparat wurden mit 200 ccm Aq. + 1 ccm 
konzentrierter NH, und Glasperlen wiihrend 2 Tagen auf der 
Maschine geschiittelt, wonach filtriert wurde. Trockengewicht 
der Lisung 0,0117 g pro Kubikzentimeter; 5 com Enzym. 








Stunden mg 
30 mg nach 0,7 Stunden. 
0,5 25,1 
1,0 34,1 . 10 
) ae Phos.-f TS 0 7 0.0585 == 240 : 
3,0 61,1 “il ies 
8,0 120,5 


Durch Schiitteln mit schwachem NH, erhalt man also 
unmittelbar einen doppelt so groBen Reinheitsgrad wie beim 
Autolysensaft. 

200 ccm einer anderen T'rockenpriaparatlésung wurde mit 
100 ccm Alkohol versetzt und mit 50 ccm 5°/,iger Tonerde 
sorbiert. Das Sorbat wurde nach Auswaschen mit verdiinntem 
Alkohol mit 200 ccm NH, eluiert. Die Elution wurde 2 Tage lang 
dialysiert und hatte nunmehr ein Trockengewicht von 1,1 mg 
pro Kubikzentimeter. Die Aktivitiiten der urspriinglichen Lésung, 
der dialysierten Elution ohne und mit dem unten zu besprechen- 
den Aktivator sind in folgender Tabelle auseinandergestellt. 








5 ecm dialysierter 
Elution + Aktivator 
(Harn) 
mg Pyrophosphat | mg Pyrophosphat | mg Pyrophosphat 


5 ecem urspriing- | 5 cem dialysiertes 
Stunden liches Enzym Elution 


0,5 35,2 5,1 12,3 
1,5 : 11,1 9,9 22,0 
3,0 113,3 15,2 32,2 





Aktivititsausbeute 
Phos.-/ = 270 _ = 15%, 
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Die Aktivititsausbeute war also sehr gering. Eine ge- 
wisse Reinigung wurde doch bewirkt. Die Ziffern machten 
das Vorkommen eines dialysablen Aktivators sehr wahrscheinlich. 


Uber einen Aktivator der Nierenphosphatase. 


1. Nachweis des Aktivators. 

Die vielen miBlungenen Versuche zur Reinigung der Phos- 
phatase und der Befund, da8 besonders beim Dialysieren nur 
‘iuBerst kleine Aktivitiitsausbeuten zu erhalten waren, ver- 
inlaBte mich schlieBlich, die Angabe Kays iiber die Nicht- 
existenz eines Co-Enzyms bzw. eines Aktivators niher zu 
priifen, und es zeigte sich bald, da& man dialysierte Knzym- 
lésungen durch Zusatz gewisser Extrakte bedeutend aktivieren 
konnte. 

Verminderung der Enzymwirksamkeit beim Dialy- 
sieren. Enzym mit Tonerde sorbiert und mit sekundirem 
Na-Phosphat bzw. Borat eluiert. Aktivator: Duialysat von 
Nierenmaceration. p,, immer = 8,8. 




















Phosphatelution Boratelution 
aia Dialyse | Dialyse _—Dialyse Dialyse 
Stunden 20 Stunden 48 Stunden 7 Tage 20 Stunden 
20 Liter Ag. 30 Liter Aq. 50 Liter Aq. | 20 Liter Aq. 
Ohne Aktivator. 
1,8 12,6 mg | 8,1 mg 
8,0 24,3 | 99mg | 9,0 mg 22,5 
24,0 41,4 26.6 | 28,0 26,1 
48,0 = | | 45,9 a 
Mit Aktivator. 
1 12,0 mg 
8 48,0 44,0 ng 43,2 mg 27,3 mg 
24 115,2 106,5 107,8 81,0 
48 de ; 184,8 _ 








Die Aktivierung ist, wie man sieht, sehr bedeutend, 
500—600 °/, (berechnet aus den Zeiten fir das Krreichen von 
30 mg Pyrophosphat). 
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50 ccm Enzymlésung wurden gegen 550 ccm Aq. dest. in 
Portionen von 50 ccm dialysiert. Austausch der AuBenfliissic- 
keit alle 12 Stunden. Nach der Dialyse wurde die AuBen- 
fliissigkeit bis auf 100 ccm eingekocht und als Aktivator ver- 
wendet. 


i 
t 


5 cem Innenfliissigkeit, 20 Stunden. 8,4 mg 


BR x » +15 ecem AuBenfliissigkeit, 20 Stunden 23,8 ,, 

Auch in diesem Falle, in dem der Aktivator nach de: 
klassischen Methode nachgewiesen worden war, konnte de 
Effekt konstatiert werden, 


























me! TU / 7 Ven 12 2 ¥ 


Aktivierung vom Phosphatase. (Nach Versuchen von K, Myrbick,) 
Obere Kurve mit maximalem Aktivatorzusatz. Untere Kurve ohne Aktivator. 


Da der Aktivator thermostabil zu sein schien, wurden 
einige Versuche iiber die Stabilitit ausgefiihrt. 


92. Stabilitat des Aktivators. 
I. Stabilitiit gegen Alkali. 


50 ccm Dialysat von rohem Nierensaft wurden mit 5 ecm 
4n-NaOH versetzt und unter RiickfluB 1 Stunde gekocht, 
wonach es 24 Stunden stand. 

SchlieBlich wurde mit HCl neutralisiert. 
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Reaktionszeit 24 Stunden. py-Optimal. 


i0cem dial. Enzymallein . . . ; + + ack Se « o o Se 
- . « . + 5eem Aktivator y, : <bp © ® oS %- oh 
6 « « » +5 ,, gekochter Aktivator .. . . 34 , 
a i » €5 ; 5 » +5ecm eae ee ro 35,6 . 


Die Stabilitit ist also fuBerst gro® und der Aktivator 
erinnert hierin an den Biokatalysator Z der Hefe von Euler 
und Swartz.?) 

II. Stabilitiit gegen Stiuren. 


50 com Dialysat wurden mit 5 ccm rauchender HCl auf 
dieselbe Art behandelt, und mit NaOH neutralisiert. 


Reaktionszeit 24 Stunden. py, = Optimal. 


10 ccm dial. Enzym allein. . . ~~. » » Se 
ae 4» +5 ecem Midbeaes 2 -s Se 
ee , +5 ,, gekochter Aktivator 31,4 


Auch gegen Siiuren ist also der Aktivator sehr stabil. 


Ill. Geglihter Trockenriickstand. 
50 ccm Dialysat wurden eingekocht und verascht, wonach 
die Asche mit HCl neutralisiert wurde, Vol. = 50 ccm. 


10 ccm dial. Enzym allein . . . . . . 13,0 mg 
0 , " " +5ecem Aschelésung 17,1 ,, 


Nach diesem Roxuliat ist es wahrscheinlich, dab dieser 
Hilfsstoff oder, wie man ihn wohl bis auf weiteres nennen kann, 
der Aktivator’) der Nierenphosphatase eine organische Substanz 
ist und daB eine Salzwirkung, wie etwa bei Speichelamylase, 
nicht vorkommt. 


3. py-Kurve des dialysierten Knzyms. 
Wie Myrbick*) zeigte, hat salzfreie Amylase ein anderes 
p,-Optimum als Salzamylase, dasselbe Verhiltnis kénnte sich 





1) 1—1,5 eem geniigt zur vollen Aktivierung. 

*) Euler u. Swartz, Diese Zs. Bd. 140, 8. 146 (1924). 

8) Mit der Bezeichnung Aktivator soll bis auf weiteres nichts 
anderes tiber die Wirkungsweise dieses Stoffes ausgesagt werden, als dab 
er den Wirkungsgrad des Enzyms verbessert. 

*) Myrbick, Diese Zs. Bd. 160, 8. 1 (1926). 
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auch hier geltend machen und eine Uberschitzung der Gréfe 
der Aufaktivierung bewirken. Es zeigte sich aber, da das 
dialysierte Enzym beinahe dasselbe Optimum hat, nimlich 
8,5—8,8. 


4. Die Hefegirung wird bekanntlich unter gewissen Be- 
dingungen von Arsenat beschleunigt und man schreibt dieses 
allgemein einer Aktivierung der Hefephosphatase zu. Ich habe 
jedoch mit Nierenphosphatase keine solche Aktivierung kon- 
statieren kénnen, Arsenat hemmt eher. 

NaCl, Na,SO, und KNO, waren in maBigen Konzen- 
trationen ohne Einflu8. GréBere Mengen hemmen. 


5. Reinigungsversuche. 

Da man gezeigt hatte, dab der Aktivator dialysierbar war 
und in den Nieren yorkommt, ist es wahrscheinlich, daB er 
in den Harn iibergehen kann. Es zeigte sich auch, daB der 
Harn groBe Mengen Phosphataseaktivator enthilt, und es 
wurden einige Versuche angestellt, den Aktivator zu isolieren 
oder niher zu charakterisieren. 

Die Purinfraktion (nach der Bisulfat—Kupfermethode) ent- 
halt den Aktivator aber nur in sehr kleinen Mengen; so auch 
die Kreatininfraktion (Pikrinsiuremethode). Auch wurde ge- 
zeigt, daB der Aktivator in 70°/, Alkohol léslich ist, und daf 
er durch HgCl, in alkoholischer Liésung nicht ausfillbar ist. 
Die Fallung war inaktiv; in der Restlésung konnte er jedoch 
nachgewiesen werden. 

Nicht nur Harn, sondern auch Liebigs Fleischextrakt, 
das Hefepriparat Marmite und eine von Myrback durch 
einmalige Bleiacetatfillung gereinigte Co-Zymaselésung waren 
aktiv. Hs wurde deshalb Fleischextrakt fiir die folgenden 
Reinigungsversuche verwandt. 

Hiir die Berechnung des Reinheitsgrades des Aktivators 
wurde vorlaiufig folgende Gleichung benutzt: 

ee 


? 
Ceg 


wo c die Anzahl Kubibzentimeter Aktivatorlésung ist, die einer 
Zunahme von 30 mg Pyrophosphat pro 24 Stunden im Ver- 
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hiltnis zum aktivatorfreien Knzym entspricht. g ist das 
Trockengewicht der Lisung pro Kubikzentimeter. 

Bei allen Versuchen war die Reaktionsmischung von folgender 
Zusammensetzung. 15 ccm 0,2 m-Na-Glycerophosphat, 10 ccm 
Boratpuffer, x ccm Aktivatorlésung, y com Enzym und 20 — 
x —yccm Wasser. 

Die Eigenspaltung des dialysierten Enzyms wurde stets 
in 2—3 K6élbchen bestimmt. 


Versuche. 
Die Aktivitat des Fleischextraktes. 


200 g Fleischextrakt wurden zu 1000 ccm in Wasser ge- 
list. 10 ccm dieser Lésung wurden dann 10: 100 verdiinnt (= a). 


Enzym (nach Aktivierung). Phos.-f = 725. 














ccm @ me 
| Trockengewicht 0,16 g pro 10 cem. 
0,00 (21,03 
0,25 37,4 | 10 
Phos.-A, = = 1400. 
0,50 54,0 0,45 - 0,016 
1,00 72,0 
2,00 81,0 
Dieselbe Aktivatorl‘sung. Enzym mit Phos.-/ = 500. 
eem a mg 
0,00 (24,2) 10 
4 5.7L = ——_——_ = - 
0,25 45,2 Phos.-A. 0,40 - 0,016 1600 
0,50 58,7 
1,00 71,0 
2,00 79,6 





Diese Versuche zeigen eine geniigende Ubereinstimmung, 
und zeigen auch, daB die Aktivierung wenigstens nicht allzu- 
viel von dem Reinheitsgrade des Enzyms abhingig ist. 

Verschiedene Verpackungen von Fleischextrakt haben 
jedoch recht variierenden Aktivatorgehalt. Bisher beobachtete 
Werte von Phos.-A. = 800—1600. 
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Die ersten Reinigungsversuche wurden in Ubereinstimmuns 
mit Kuler u. Myrbiacks') Co-Zymasereinigungsmethode aus. 
gefiihrt (Fillung mit Baryt, Bleiacetat und Quecksilbersalze’ 

Ks zeigte sich aber, dab schon nach der Barytfallung die 
Restlésung inaktiv war. Die Elution der Barytfaillung mit unter- 
schiissiger H,SO, lieferte eine schwach aktive Lisung. Die 
Vermutung, daB der Aktivator eine Mischung von mehreren 
Substanzen ist, die durch die Fiallungen getrennt werden. 
konnte durch verschiedene Mischproben nicht bestiitigt werden. 

Durch Bleiacetatfillung allein wurden aktive Lésungen 
erhalten, aber rund 50°/, der Aktivitiit ging verloren und de 
Reinheitsgrad wurde durch diese Operation vermindert. Auc) 
Versuche zur selektiven Auslésung mit Alkohol von verschie- 
denen Konzentrationen, sowie Extraktion mit Aceton und 
Pyridin fiihrten nicht zum Ziel. Fiallung von Alkohollésungen 
mit alkoholischem Sublimat hatte dasselbe Resultat wie beim 
Harn. Die Aktivititsausbeuten waren sehr klein (rund 25°). 
und der Reinheitsgrad unverindert. Barytfallung mit Fleisch. 
extrakt, das durch Filtrieren von grobdispersen Partikelchen 
befreit war, gab eine aktive Lésung mit ein wenig erhéhtem 
Reinheitsgrad. Die Aktivititsausbeute betrug 23°/,. Die Rest- 
lésung war wieder inaktiv. Mischproben ohne Effekt. 


Dialyse. 
10g Liebigs Fleischextrakt wurden zu 50 ccm gelést und 
gegen 250ccm destilliertes Wasser dialysiert (Kollodiumschlauch. 
Nach 4 Stunden war das Volumen der Aufenfliissigkeit 
246 ccm und das der Innenfliissigkeit 54 ccm. 


Trockengewichte. 


1. Urspriingliche Liésung. 
1,61 g pro 10 ccm 


82g 
2. Innenfliissigkeit. 3. AuBenfliissigkeit. 
0,49 ¢ pro 10 ccm 0,197 g pro 10 ccm 
= 2,1 ¢ » 5,2 ¢ 
33°/, zuriickgeblieben 65°), hinausdialysiert 


') Euler u. Myrbiick, Diese Zs. Bd. 189, S. 281 (1924). 
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1. Verdiinnt 10:1060. 2. Verdiinnt 10: 100. 3. Verdiinnt 10:100. 
eem a mg cem a mg cem a mg 
0,00 (35,8) 0,00 (35,8) 0,00 (35,8) 
0,25 46,4 1,00 46,5 2,00 46,8 
0,50 55,6 2.00 56,6 3,00 51,8 
1,00 71,5 3,00 65,3 4,00 56,6 








Innenfliissigkeit + AuBenfliissigkeit im Verhiiltnis ihrer Volumen 
und dann verdiinnt 10: 100. 








cem a me 
0,00 (35,8) 
2.00 46,2 
3,00 52,0 
4,00 56,6 


Auseinandersetzung von Aktivitatsausbeuten 
und relative Aktivitaten. 


1, Aktivatormenge = 100”, 
Relative Aktivitat = 1,00 
Ps a, 
re , 
— th 
2, Aktivatormenge = 27), >» 289°), < 3. Aktivatormenge = 62°), 
Relative Aktivitit = 0,82 Relative Aktivitit = 1,02 
ae ae 
bie Pg 
i. ae 
aN A 


Mischung 
Relative Aktivitét = 0,80 
Aktivierung wurde nicht erreicht. Der Aktivator scheint 
wieder einheitlich zu sein. 


Reinigung von dialysiertem Fleischextrakt. 


50 cem Dialysat wurden mit konzentriertem kochenden 
Baryt bis stark alkalischer Reaktion versetzt, die Fiillung ab- 
filtriert und mit Barytwasser (18°) gewaschen, dann mit H,SO, 
zersetzt und mit verdiinnter Schwefelsiure gewaschen. 
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Urspringliche Lésung. Ba-gereinigte Lésung. 
eem a mg ecm mg 
0,00 (74,4) 0,00 (74,4) 
0,50 105,4 0,50 100,8 
1,00 122,2 1,00 118,4 
2,00 145,2 . 2,00 138,4 
10 10 
1 oe Phos.-A. = —___ = 8500 
‘ 0,5 -0,016 . ns 0,6-0,002 
Relative Aktivitit = 1 Aktivititsaubeute = 85°, 


Relative Aktivitit = 7 


Das Resultat zeigt aiso eine rund Tfache Aktivierung. 
Der Wert ist als ein Minimumwert zu betrachten, da das 
‘l'rockengewicht nur schwer zu bestimmen ist. (Freie Siuren!) 

Ein Versuch wurde nun gemacht, diese Si&iuren durch 
Bleiacetat zu beseitigen. Bleiacetat fallt ja nicht den Akti- 
vator, wenigstens nicht quantitativ. 

Dialyse und Barytfillung wie oben. Dann PbAc, in 
Uberschu, Filtrierung, Entbleiung des Filtrats mit H,S und 
Waschen mit ein wenig 50°/,iger Essigsiure. 


Trockengewichte (10 ccm unverdiinnter Lésung): 




















Dialysiertes Fleischextrakt I . . . . . 0,8466 g 
Elution der Barytfiillung Il. . . . . . 0,0988 g 
Nach Bleifillung HI... . . . . . 0,0120g 
I. Verd. 10: 100. II. Verd. 10: 100. III. Verd. 10: 100. 
cem a mg eem a mg ecm a mg 
0,0 (27,4) 0,0 (27,4) 0,0 27,4 
0,5 33,1 0,5 31,0 0,5 30,1 
1,0 38,6 i,0 35,6 1,0 32,2 
2,0 47,8 2,0 42,9 1,0 35,2 
3,0 49,2 3.0 41,4 
Ausbeute = 100 °/, Ausbeute = 68 °/, Ausbeute = 45 °/, 
Rel. Akt. = 1,0 Rel. Akt. = 6,1 Rel. Akt. = 30 


Als Kontrolle wurde noch eine Aktivititsbestimmung aus- 
gefiihrt. (Anderes Enzym.) 
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Loésung I. Verd. 10: 100. Lésung III. Verd. 10: 100. 

eem @ mg cem a mg 

0,0 (65,5) 0,0 (65,5) 

0,5 88,8 1,0 83,0 

1,0 102,2 2,0 95,0 

2,0 120,4 | 3,0 108,2 
Ausbeute = 100 °/, Ausbeute = 33 °/, 
Rel. Akt. = 1,00 Rel. Akt. = 25 


Die mit Baryt und Bleiacetat gereinigte farblose Lésung 
war also rund 25—30mal aktiver als das Dialysat.') Beim 
Kindampfen wurde ein saurer Sirup erhalten, der beim Trocknen 
in eine ebengleich saure, farblose, in Methylalkohol lésliche, 
amorphe Masse iiberging. Eine Wasserliésung gibt mit Baryt 
eine kleine Menge amorpher Fiallung. Mit Alkali und Alkohol 
entsteht eine krystalline Masse. 


6. Vorbereitende Versuche iiber die Kinetik der 
Phosphataseaktivierung. 
Gleichzeitige Variation von Aktivator und Enzymmenge, 
Zeit = 6 Stunden. Pu = 8,8. Temperatur = 30°, 


Aktivator 2g Fleischextrakt in 100eem H,O. Fiir den Phosphorsiure- 
gehalt dieser Lésung —1,5mg Pyrophosphat pro cem wurde korrigiert. 





ecm Enzym 
cem & wi ' ing 

dialysiert 
0,25 | 20,4 
0,25 3 29,6 
0,25 5 41,4 
0,50 1 24,2 
0,50 3 41,0 
0,50 5 61,2 
1,00 1 31,5 
1,00 3 70,5 
1,00 5 104,7 
2,00 1 33,6 
2,00 3 75,8 
2,00 5 111,2 











) Ein Zusatz von 0,36 mg Aktivator (Lésung III) bedeutet also eine 
Mehrspaltung von rund 40 mg pro 24 Stunden, 
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Fiir eine mehr eingehende Diskussion reichen diese Ziffern 
nicht aus. Besonders auffallig ist jedoch die groBe Dispro- 
portionalitit zwischen Enzymmenge und absoluter Spaltung. 
Ob die Verbesserung der Proportionalitit bei héherer Aktivator- 
menge scheinbar oder wirklich ist, laBt sich bis auf weiteres 
nicht beurteilen. : 

Folgende Tabelle zeigt die Wirksamkeit einer dialysierten 
Enzymlésung mit und ohne Aktivator. 


I. Ohne Aktivator. 





eem Enzym 
a ant: mg 
dialysiert 
1 25, 
3 42,4 
5 56, 





Il. Mit maximalem Aktivatorzusatz. 








‘ Erhoéhung 
ecm Enzym mg mit a — 
uy mg pro ecm 
dialysiert mg ohne «@ 
Enzym 
1 34,2 8,4 8,4 
3 73,0 30,6 10,2 
5 107,6 51,4 10,3 











Weitere Versuche zur Aktivatorreinigung, ferner iiber dic 
Kinetik der Aktivierung, sowie iiber die physiologische Rolle 
des hier beschriebenen Hilfsstoffs sind im Gange. 


































Uber den Blutfarbstoff. 
4. Mitteilung.}) 
Von 


William Kiister und K. Kimmich. 


Aus dem Laboratorium fir organ. und pharmaz. Chemie der Techn. Hochschule 
Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Oktober 1927.) 


In der 2. Mitteilung’) waren Anhaltspunkte dafiir ge- 
wonnen worden, daB ein Sterin als integrierender Bestandteil 
des Himoglobins auftritt, was friiher*) schon als méglich in 
Betracht gezogen worden war, weil der Methylierungsgrad, der 
bei der Aufarbeitung eines Blutkoagulums mit Hilfe von Me- 
thylalkohol—Schwefelsiure erhaltenen Hiéminpriparate pro- 
portional mit dem Wachsen, der im gleichen Versuch auf- 
gefundenen Sterinmenge abfiel. Auch war gefunden worden, 
daB die Menge des freien Sterins, die neben verestertem Sterin 
vei der Himindarstellung isoliert werden konnte, im Fall der 
Verarbeitung von Blutkérpern gréBer war, als wenn das Ge- 
samtblut desselben Tieres benutzt worden war, welche Bestim- 
mung einer erneuten Kontrolle mit gleichem Ergebnis unter- 
zogen wurde und die auch mit den Ergebnissen anderer 
“orscher4) in Ubereinstimmung steht. So konnte daran ge- 


') Diese Zs., 3. Mitteilung (im Druck). 

) Chemie der Zelle u. Gewebe Bd. XIII, S. 66 (1926). 
*) Diese Zs. Bd. 101, 8. 35 (1917); Ber. d. Dt. Pharmaz. Ges. Bd. 29, 
S. 108-104 (1919). 

*) Richter- Quittner, Wiener Arch. f. inn. Med. Bd. 1, S. 425 
(1920); Ber. Ges. Physiol. Bd. 4, S. 520 (1921) geben z.B. an, daB die 
Blutkérper nur freies Cholesterin, keine Ester desselben erhalten. 
. Kauders, Biochem. Zs. Bd. 55, 8. 98 (1913) hat in Rinderblutkér- 
pern 0,44°/, freies und 0,019°), gebundenes Sterin gefunden. 


» 
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dacht werden, daB im Himoglobin eine Adsorptionsverbindung 
mit einem Sterin vorliegt oder auch, daB letzteres esterartig 
mit der prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffs verbunden 
und zugleich an das Globin angelagert ist, also eine lose Ver- 
kettung der Komponenten mit herbeifiihrt, um so mehr, als in 
manchen Fallen bei der Extraktion des rohen Himins mit 
Petrolither ein leicht lésliches farbstoffhaltiges Gemenge 
herausgelést wird, dem sich nach Behandlung mit siedendem 
Benzol noch ein Sterin entziehen lieb, worauf sich der zuriic'- 
bleibende Farbstoff durch Verseifung in ein Himinderivat, in 
Athylalkohol und in ein Sterin zerlegen lief.) 

In der vorliegenden Arbeit sind nun weitere Beweise fiir 
den integrierenden Gehalt des Hiimoglobins an einem Sterin 
erbracht worden, so schwerwiegender Art, daB kaum noch ein 
Zweitfel an dieser wichtigen Feststellung bestehen bleibt, trotz- 
dem es nicht gelungen ist, den Nachweis dadurch exakt zu 
gestalten, daB faquivalente Mengen von Sterin und Himin- 
derivat nach der Spaltung herausgearbeitet wurden. Die dies- 
beziiglichen Versuche waren von vornherein wenig aussichts- 
voll, weil nicht geniigende Mengen krystallisierten Oxy- oder 
Methaimoglobins zur Verfiigung standen. Bei den zur Weg- 
nahme des anhaftenden Cholesterins”) nétigen erschépfender 
Atherextraktionen der Blutfarbstofflésungen geht niimlich ein 
grober ‘Teil der wibrigen Lésung in eine Emulsion mit dem 
Ather iiber, aus der bisher krystallisiertes Hamoglobin noch 
nicht gewonnen werden konnte, so daB schlieBlich pro Liter 
Blut nur etwa 23 ¢ erhalten wurden, wihrend die Ausbeuten 
bei nur einmaliger Ausiitherung die médgliche Menge fast e:- 
reichte.*) 100 g Himoglobin liefern aber im besten Fall 4 ¢ 
Haimin und sie kénnten 2,3 g Cholesterin geben, bzw. 1,15 g. 
wenn, was sehr wahrscheinlich ist, auf ein Doppelmolekii! 


1) Aus der Diplomarbeit von Herrn Dipl.-Ing. Neunhéffer. 
*) Das anhaftende Sterin diirfte mit Cholesterin identisch sein. 
*) 5,4 Liter Blut lieferten 280 g, 3,8 Liter sogar 300 g Oxyhiimo 


globin, dagegen 10 Liter nach sechsmaliger Ausiitherung nur 274 g. 
Chemie der Zelle und Gewebe Bd. XIII, 8. 68, 70 und 73—7! 


(1926). 
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Himin im Methamoglobin nur ein Molekiil eines Sterins vor- 
handen ist. Die hier beschriebenen Spaltungen, ausgefiihrt 
sowohl mit Diazomethan in trockener Chloroformsuspensiou 
oder auch in wiaBriger Losung nach der Methode von For- 
manek?}), gaben indessen nur etwa 50°/, der berechneten 
Menge des Himinderivats, aus 20 g Methimoglobin z. B. 0,4 g, 
und nur 0,025 g Sterin, was darauf zuriickzufiihren ist, daf 
bei der Aufarbeitung Verluste unvermeidlich waren, denn auch 
hier hatte sich stets neben dem in Petrolither unléslichen 
Hiiminderivat ein léslicher Farbstoff gebildet, dessen Trennung 
vom gleichfalls gelésten Sterin aufSerordentlich schwierig war. 
Kr wurde zwar durch Tierkohle weggenommen, wobei wehl 
auch ein groBer Teil des Sterins adsorbiert wurde, so da’ nur 
die erwahnte geringe Menge desselben im Petrolither zuriick- 
blieb, eB sich aber der Tierkohle nicht wieder entziehen, 
wihrend hochsiedende Liésungsmittel aus derselben wenigstens 
noch etwas Sterin wegnahmen. Da nun aber der vom anhin- 
genden Cholesterin vollstiindig befreite Blutfarbstoff durch die 
Spaltung mit Diazomethan nicht nur ein dimethyliertes Hamin, 
sondern auch ein methyliertes Sterin lieferte, ist der Beweis 
tir eine im Hamoglobin vorhandene Bindung zwischen prosthe- 
tischer Gruppe und dem Sterin erbracht, denn isoliertes Cho- 
lesterin wenigstens konnte durch Diazomethan nicht methyliert 
werden. Es fragt sich aber, ob dieses Verhalten auch fir 
andere Sterine zutrifit, denn es ist nicht gelungen, das im 
Blutfarbstoff zweifellos vorhandene Sterin als Cholesterin zu 
charakterisieren, da die Mengen nicht ausreichten, um _ voll- 
stiindige Reinigung zu erzielen. Ks kénnte sich also auch 
um ein Sterinderivat handeln, denn der Schmelzpunkt des aus 
Alkohol umkrystallisierten methylierten Stoffes, dessen Kry- 
stallformen an die des Cholesterins erinnerten, wurde bei 139° 
liegend gefunden. Nehmen wir trotz der Unvollkommenheit 
der Beweisfiihrung eine chemische Bindung als vorliegend an, 
so gibt die folgende Beobachtung auch einen Kinblick in die 
Vorgiinge bei der spontanen Bildung von Met- aus Oxyhamo- 
1) Diese Zs. Bd. 29, S. 420 (1900). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXII. 
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globin. Gereinigtes krystallisiertes Oxyhamoglobin, dem dic 
letzten Reste von anhingendem Sterin durch Atherextraktione 
bei Zimmertemperatur, wobei es keine Verinderung erleidet, 
entzogen worden waren, wurde tagelang mit siedendem, ge- 
trocknetem Ather extrahiert, weil immer wieder die Wegnahm 
kleiner Sterinmengen festgestellt werden konnte. Ls stellte 
sich dann heraus, daB ein grdBer Teil des Oxyhimoglobins 
eme Umwandlung erfahren hatte, indem das vorher in Wasse: 
restlos lésliche Priparat nunmehr nicht mehr vollstindig 1lds- 
lich war, welche Lisung jetzt neben unveraindertem Oxyhimo- 
clobin auch Methimoglobin enthielt, wihrend der unldslic! 
cewordene Teil aus sogen. Kathimoglobin bestand. Der Uber- 
gang in beide Stoffe war also offensichtlich mit der Abspal- 
tung eines Teils des gebundenen Sterins verkniipft. Nun 
konnte eine 'Trennung des Methimoglobins von Oxyhamoglobin 
in der Lésung dadurch bewirkt werden, daB bei 55° koaguliert 
wurde, bei welcher Temperatur nur das Methaimoglobin be- 
troffen wird. Hiernach war erneut Sterin abgespalten worden, 
trotzdem die wiBrige Lisung vor der partiellen Koagulation 
erschépfend bei Zimmertemperatur mit Ather extrahiert worden 
war. So ist also auch das Methimoglobin noch sterinhaltig. 
Wurde nun auch noch das Oxyhimoglobin bei 70° koaguliert, 
so trat von neuem Sterin auf. DaB hier noch anhiingendes 
Sterin vorgelegen haben kénnte, ist ganz unwahrscheinlich 
Bei der Umkrystallisation des rohen Sterins aus heiBem Al- 
kohol wurde nun der Ausfall voluminéser, feiner farbloser 
Nadeln beobachtet, die weder in Chloroform-, noch in essig- 
saurer Lésung eine Farbreaktion mit Schwefelsiiure zeigten. 
ihr Schmelzpunkt lag bei 240—241°, die Lésung in siedendem 
Wasser reagierte sauer. Danach muB ein Oxydationsprodukt 
des Sterins vorlegen und auch in der utterlauge diirfte 
neben einem Sterin noch ein anderer Stoff vorhanden sein, 
da in essigsaurer Lésung mit Schwefelsiiure eine Farbreaktion 
auftrat. Es kénnte sich also um das Oxycholesterin von Lii- 
schiitz!) handeln. So ist es recht wahrscheinlich, daB beim 


1) Diese Zs. Bd. 53, $. 140 (1907); Biochem, Zs. Bd. 52, S. 206 
(1913); Archiy der Pharmazie Bd. 265, 8. 450 (1927). 
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Ubergang von Oxy- in Methimoglobin, wie er hier durch 
trockenen Ather bei 35° bewirkt wurde, ein Teil des gebun- 
denen Sterins — und das kénnte die Hilfte desselben sein 

abgespalten und durch Oxydation veriindert wird, denn es wird 
ja vom Oxyhimoglobin ein Molekiil Sauerstofi abgespalten, das 
halftig ein Wasserstoffatom im Kation des Oxyhimoglobins in 
Hydroxyl tiberfihrt, so dai Wasserstoffperoxyd entsteht, das 
mit dem zweiten Sauerstoffatom zusammen die Oxydation des 
Sterins bewirken kann. Die Lockerung im Gefiige des Met- 


liimoglobinmolekiils, das bekanntlich viel 1 


eichter als Oxy- 
himoglobin in die Komponenten zerfallt, denn Methiimoglobin 
ist die Ubergangsstufe, erscheint aber durch alleinige Abspal- 
tung ees Teils des Sterins nicht geniigend begriindet, auch 
iiuB ja aufer der Verminderung des Kations um ein Wasser: 
stofiaquivalent (von H, auf H,) eine entsprechende Verminde- 
rung der Wertigkeit des komplexen Anions aut ,,2“  statt- 
inden?) was durch eine Kinlagerung von Wasser erklirt 
wurde, indem der einwertige Carboxylrest —CO,— in das 
uullwertige Carboxyl —COOH iibergeht, wiihrend das Hydr- 
oxyl, an das im Hiimo- und Oxyhimoglobin zweiwertige Eisen 
tretend, dieses Atom in den Ferrizustand tibertihrt. tm vor- 
liegenden Versuch wurde nun getrockneter Ather verwendet. 
Das Wasser kann also nur entweder aus im Oxyhamoglobin 
vorhandenem Krystallwasser stammen oder es spaltet sich aus 
dem organischen Geriist des Oxyhiimoglobins ab.  Letzterer 
Deutung méchten wir den Vorzug geben. Ist doch das Vor- 
liegen einer Oxyvinylgruppe in der prosthetischen Gruppe be- 
reits recht sicher bewiesen. Ist sie auch im Hamoglobin vor- 
handen, so kénnte sie zur Bindung zwischen prosthetischer 
Gruppe und Globin beitragen, indem sie in eine Aminogruppe 
des letzteren eingreift, wodurch sie zugleich selbst stabilisiert 
ist und auch die Bestiindigkeit des Oxy- und des Hamoglobins 
gewithrleistet. Der Ubergang in Methimoglobin wiirde dann 
darin bestehen, daB diese Bindung gelést wird*) und dab nun 


1) Vgl. diese Zs. Bd. 151, 5. 57T—58 (1926). 
*) Bekannt ist, daB Methimoglobin aus Oxyhimoglobin unter der 
Kinwirkung schwacher Siuren, Hiimoglobin aus Methiimoglobin dureh 
14* 
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eine Wasserabspaltung aus der Oxyvinylgruppe erfolgt, wie es 
bei der isolierten prosthetischen Gruppe bereits als feststehend 





bezeichnet werden kann. 
—CH,—CHOH—NH-Glob. 

im Hamoglobin 
— > —CH=—CHOH 


im Methiimoglobi 


Ubersichtlicher wird die Skizze, 


—> CH,—CHO (NH,-Glob.) 


> 


—C=CH. 


n 


wenn alle in Betracht kom- 


menden Gruppen hinzugenommen werden. 


—CO,"" —COOH 
\Fe~ —CH,—CHOH-—NH-Glob. - Npe —C—CH-(NH,-Glob 
OH 
im Hiimoglobin im Methhimoglobin 
—CO mil 
> N\Fe~ | 
OH —CH=CH 
in der prosth. Gruppe 


und es ergeben sich damit fiir das Himoglobin und fiir de 
Ubergang in Methiimoglobin folgende Bilder: 


a ee 
bo 3 
»N N 
\ ie a es 
xr : .  Hiamoglobin 
7 BoD OH ii aati N : 8 ObInN. 
‘ie ms, x { . ; “a el X 
\n | ‘ i Mini ee das Radikal! 
N N 
c—C—CH, 
—C0,— a eee er 
OSCR yo 6.0m. : 
‘N ee Methimoglobin. 
; y bei ~— der 
\ou/ >C—C—C=CH H,N — Zusammensellu! 
H Fe ~C ~—QO,C—Globin N = zum Doppe! 
»c—C—CH—CH, .0,c/ Z  molekiil, you 
Nn N denen das eine 
4 \ C—C—CH das Sterin 
| aries, verloren hat 
Sterin 4 
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Reduktion in schwach alkalischer Lisung entsteht, welche Tatsachen 
durch obige Annahme erklirbar sind. 


Ich méchte nicht unterlassen, 
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welches Bild fiir das Methimoglobin aber insofern noch nicht 
vollstandig ist, als an der Radikalstelle ein Zusammenschlub 
zweier Molekiile zu einem Doppelmolekiil stattfinden diirfte, 
von denen das eine das Sterin bereits abgegeben hat. Sobald 
das Kisen namlich dreiwertig geworden ist, wird der EinfluB 
des Ferroatoms ausgeschaltet, der fiir die Erhaltung des in 
der prosthetischen Gruppe im Hiimoglobin bestehenden Radi- 
kals ausschlaggebend ist. Im Methimoglobin kann somit in 
der Tat 1m Gegensatz zum Hamo- und Oxyhimoglobin ein 
Doppelmolekiil vorliegen, wie schon von P. Dittrich!) gemut- 
maBt und von FF. Botazzi*) auf Grund der gegeniiber dem 
Oxyhimoglobin niedrigeren Koagulationstemperatur gefordert 
wurde, die wir bestiitigen und zur Trennung vom Oxyhiimo- 
globin benutzen konnten. Ferner muB sich dann noch die 
Umwandlung innerhalb der prosthetischen Gruppe zwischen 
dem Carboxyl und dem Acetylenrest zum Lacton des Oxy- 
vinyls einstellen kénnen (vgl. die Skizze auf S. 204), welche 
Bindung entweder nur in der einen Hialfte sich vollzieht, so 
daB dann ein auf das Doppelmolekiil trimethyliertes Himin 
entsteht, wie das bei Verwendung von Methylalkohol so hiufig 
beobachtet worden ist*) oder sich auf beide Hilften erstreckt, 
so daB ein Monoiithylester in bezug auf das einfache Molekiil 
sich bildet, wenn ,Athylalkohol verwendet wurde.*) Stellt sich 
darauf hinzuweisen, dab mit dieser Annahme das von F. Haurowitz 
Diese Zs. Bd. 188, S. 29 (1924)]| im organischen Geriist des Methiimo- 
vlobins vermutete tautomer reagierende Carbonyl wenigstens in der 
prosthetischen Gruppe des Hamo- und Oxyhi imoglobins vee anden ist. 

1) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 29, S. 268 : (1891). 

*) Atti R. Accad. dei Lincei, Roma [5’) Bd. 22, Il, S. 141; Chem. 
Zbl. 1918, IT, S. 1586. 

3) Vgl. Diese Zs. Bd. 151, S. 64 (1926). 

*) DaB hierbei die hdhere Temperatur des siedenden Athylalkohols 
vegentiber der des Methylalkohols eine Rolle spielt, wurde in dieser Zs. 
(im Druck) erértert. Wenn sich neben monoithyliertem Himin auch 
nicht oder kaum iithyliertes vorfindet, so diirfte dies auf nicht erfolgte 
Umesterung des im Methimoglobin noch yorhandenen Sterinesters zu- 
riickzufithren sein. Ejiner niiheren Untersuchung bedarf noch die Beob- 
achtung, wonach bei der Spaltung des Blutkoagulums mit Methylalkohol- 
Schwefelsiiure die prosthetische Gruppe bereits methyliert wird, wohin- 


segen bei der Spaltung mit Athylalkohol-Schw efelsiiure eine Athylierung 
nicht oder kaum stattfindet. 
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die Bindung nicht ein, so kann auch ein dialkyliertes Hiimiy 
entstehen und in den vorliegenden Versuchen wurde aus den 
Teilen eines Oxyhiimoglobins, die bei der Atherextraktion der 
Lésung desselben eine Emulsion gebildet hatten, ein diiithy- 
liertes Himin gewonnen. 

Die in der 4. Mitteilung tiber individuelle Blutunter- 
suchungen niedergelegten Betrachtungen iiber die Konstitution 
des Hiimoglobins, die Méglichkeit des Bestehens zum min- 
desten zweier Himoglobine Aa und Ab, den Ubergang in ver- 
schiedene Methimoglobine, sowie iiber die Bildung von je vier 
Modifikationen nicht oder dialkylierter, von 8 Modifikationen 
monoalkylierter Hiimine werden durch die Annahme der 
Lactonbindung in der prosthetischen Gruppe insofern beein- 
fluBt, als an Stelle der dort den Unterschied zwischen den beiden 
Carboxylen bedingenden ,,festen Betainbindung* nunmehr dic 
Lactongruppe tritt, wiithrend die lose Betainbindung das zweite 
Carboxyl betrifft. Der Unterschied zwischen den Hiimoglo- 
hinen Aa und Ab kénnte aber nach wie vor darin bestehen. 
daB einmal Carboxyl a und das andere Mal Carboxyl b die 
Lactonbindung eingeht, was iibrigens auch am Raummodell 
der prosthetischen Gruppe méglich erscheint. Wir verdanken 
dasselbe Herrn Dipl.-Ing. Neunhéffer. Es fragt sich aber, 
ob nicht Carboxyl b mit der zweiten Seitenkeite ahnlich rea- 
gieren kann, wie Carboxyl a mit der ersten, was bei der Ahn- 
lichkeit dieser ungesiittigten Seitenketten denkbar ist und ob 


ler 


bei der Veresterung des einen Carboxyls Unterschiede méglich: 
sind, die beim Unverestertsein nicht auftreten, weil infolge der 
symmetrischen Anordnung des ganzen Molekils kein Unter- 


schied bestehen kann. 


—COO0—. —COOH 
a | ‘ 
CH: CH und —CH : CH, .) 
—CH: CH, CH: CH 
—_COOH — 
h e 
') Es kénnte auch ein Dilacton 
—CO—O CO—O 
>» 9 . 
—CH : CH —CH,—CH, 
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Hier weitere Aufklirung zu bringen, wird sich lohnen. 
Sind doch durch die Blutgruppenuntersuchungen Unterschiede 
zwischen den Himoglobinen verschiedener Individuen bereits 
hichstwahrscheinlich gemacht worden. Bei dieser Verschieden- 
heit wird auch die von uns schon sehr sichergestellte Verbindung 
mit einem Sterin eine Rolle spielen und es darf wohl auch 
einmal darauf hingewiesen werden, daf das Gesamthiimoglobin- 
molekiil in seiner Vielseitigkeit dann noch andere Funktionen 
fir den Organismus als die Vermittlung der Sauerstofiauf- 
nahme und Abgabe in sich tragen wird. 

Nach der Spaltung von Blutfarbstoff im Autoklaven bei 
180° wurde die prosthetische Gruppe in einem unldslich ge- 
wordenen Riickstand aufgefunden. Die Lésung enthielt auch 
dialysable Abbauprodukte des Globins, aber in sehr geringer 
Menge. 

Ferner zeigte sich ein scharfer Gegensatz zwischen dem 
Protein, Globin und einem Keratin. Lieferte doch schon 
Wolle unter gleichen Bedingungen betrichtliche Mengen von 
durch organische Liésungsmittel extrahierbaren Stoffen. Der 
nach langer EKinwirkung von Natriumsulfid auf Wolle restie- 
rende, nicht dialysable und wasserunlosliche Teil der Wolle 
enthielt aber nach der Autoklavenspaltung fast 50°/, ldsliche 
Stoffe, darunter viel krystallisierende Diketopiperazine.') Aus 
dem Globin wurden nur minimale Mengen eines krystallisie- 
renden, sublimierbaren Stoffes gewonnen, dem wahrscheinlich 
die Formel C,,H,,O,N, zukommt und der vielleicht ein aus 
drei Aminosiiuren bestehendes Anhydrid vorstellt, d. h. einen 
Neunring enthilt. Einen Stoff dieser Art haben EK. Abder- 


in Betracht kommen, dessen Teile sich verschieden leicht aufspalten 
lassen werden. 

Bei Annahme des Doppelmolekiils ist es ferner denkbar, dab die 
Carboxyle der einen Hiilfte mit den Seitenketten der anderen reagieren, 
wie denn auch die bisher bevorzugte Bindung 


_C=CH, 
Pg. 
— CH=CH 


sich aus je einer Seitenkette der beiden Hiilften herstellen kénnte. 
1) Diese Zs. Bd. 171, S. 114 (1927). 
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halden und E. Schwab’) bei der Veresterung von Leucy]- 
glycylleucin erhalten und fiir ihn die neungliedrige Ring- 
struktur in Betracht gezogen. 


Experimenteller Teil. 


I. Zur Herstellung von Oxy- und Methamoglobin 


wurde im wesentlichen die von Hoppe-Seyler angegebene 
Methode benutzt. Ks wurde im Freien, bei niedriger Aufen- 
temperatur im Winter und mit Eiskihlung gearbeitet. 

A. Zur Verwendung gelangten 12 Liter defibrinierten 
Blutes einer 12jahrigen Stute, die wegen Schlagens geschlachtet 
worden war. Das Absitzen der Blutkérper erfolgte sehr 
schwer’), erst nach 48 Stunden konnte das hellrot gefiirbte 
Serum vom Blutkérperbrei abgehoben werden, dessen Menge 
etwa 5,5 Liter betrug. Er wurde mit dem gleichen Volumen 
2°/,iger Kochsalzlésung durchgeriihrt und 1—1!/, Stunden 
zentrifugiert, wonach 2°/, Liter Blutkérper erhalten wurden. 
da sich durch Zerspringen von Glisern nicht unerhebliche 
Verluste einstellten. Wihrend dieser Operationen war noch 
keine Sauerstoffaufnahme durch das Himoglobin erfolgt. De 
Blutkérperbrei1 wurde nun mit 1°%/, Liter Wasser von 37° C 
versetzt und 5 Minuten auf dieser 'emperatur gehalten, worau! 
die Lésung koliert und auf 0° abgekihlt wurde. Die hellrote 
Flissigkeit wurde nun auf einige Schiitteltrichter verteilt, je 
mit der Hilfte des Volumens ebenfalls auf 0° abgekiihlten 
Athers versetzt und unter éfterem Umschiitteln 2 Tage lang 
im Kisschrank belassen. Es hatten sich dann drei Schichten 
gebildet: a) eine untere klare, dunkelrote Lésung, die Haupt- 
menge des Himoglobins enthaltend, b) eine mittlere, gelatinése 
Schicht, c) eine obere klare, wenig rétlich gefirbte itherische 
Lésung. Die drei Schichten wurden sorgfaltig voneinande: 
getrennt und die nunmehr vorliegende Oxyhamoglobinlisung 


1) Diese Zs. Bd. 158, 8. 75 (1926). 

*) Im Zusammenhang damit diirfte stehen, daB bei der Himin- 
darstellung (vgl. S. 221) ein diuBerst fein verteiltes Koagulum erhalten 
wurde. 
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nochmals mit der Hilfte ihres Volumens an abgekiihltem 
Ather versetzt. Nach 1tigigem Stehen unter zeitweiligem 
Umschiitteln hatten sich wieder die drei Schichten gebildet. 
Die Trennung und das Auschiitteln wurde so lange wiederholt, 
his die mittlere gelatinése Schicht ausblieb und bis der Riick- 
stand der atherischen Schicht keine Sterinreaktion in Chloro- 
‘ormlésung durch Schwefelsiiure mehr gab, was hier nach 
y»maliger Ausschiittelung der Fall war.!) Schon nach 3 Tagen 
zeigte sich eine Anderung der Farbe der Oxyhimoglobin- 
ljsung, sie wurde hellrot und damit verbunden traten atlas- 
clinzende Makrokrystalle aut. SchlieBlich hatte sich ein 
Krystallbrei gebildet, der in fast farbloser Mutterlauge 
schwamm und neben den Blutfarbstoffprismen kleine, farblose 
Nadeln aufwies. Da sich aber das Abnutschen derselben nicht 
bewerkstelligen lie}, wurde nach starkem Kiihlen langsam und 
unter stetem Umriihren 1/, des Volumens auch auf 0° ab- 
sekithlten 96°/,igen Alkohols hinzugegeben, worauf die Nadeln 
verschwunden und die Prismen in oktaedrische Formen iiber- 
gegangen waren. Das Spektrum von deren Loésung zeigte die 
beiden Streifen des Oxyhimoglobins, Nach dem jetzt még- 
lichen Absaugen wurde die Masse auf Tonteller gestrichen und 
vor Staub geschiitzt an der Luft getrocknet. 

Nachdem sich bei Vorversuchen zur Umkrystallisation des 
rohen Oxyhimoglobins gezeigt hatte, dab aus einer 10°/ igen 
Liésung die Krystallisation erst auf Zusatz von Alkohol und 
auch dann nur sehr langsam eintrat, wihrend sich aus einer 


20°/ igen Lésung rasch Krystalle bildeten, wurden 230g Oxy- 
himoglobin in 1000 ccm Wasser von 39° © geliést, die Lisung 
‘iltriert, wobei ein geringer Riickstand verblieb und das dunkel- 
kirschrote Filtrat erschépfend ausgeithert.*) In der kalt ge- 
haltenen wiBrigen Liésung begann dann nach Zusatz von ?, 
des Volumens abgekiihlten Alkohols die Krystallisation, und 
zwar zeigten sich auch wieder farblose Nadeln, die aber beim 


') Die Riickstinde der vier ersten Ausschiittelungen wurden ge- 
sammelt (vgl. S. 213). 

*) Die Riickstiinde der Ausschiittelungen wurden mit obigen ver- 
einigt. 








210 William Kiister und K. Kimmich, 


Erwirmen auf 2° verschwanden. Bei dieser Temperatur wurde 
abgenutscht') und der Krystallbrei zuerst auf Tontellern unc 
dann iiber Schwefelsiure getrocknet. Ausbeute 120 g eines 
mit nur ganz geringem Riickstand in kaltem Wasser loésliche: 
Oxyhiimoglobins, dessen wiiBrige Liésung neutral war, imi’ 
Sodalosung keine Verinderung des Spektrums gab und durch: 
Hydrazin nur in reduziertes Hiimoglobin, nicht in Hiimo- 
chromogen iiberfiihrt wurde. 

Nach vierwéchentlichem Stehen war dieses Oxyhimoglobin 
nach dem spektroskopischen Befund teilweise in Methimo- 
globin iibergegangen, mit Hydrazinhydrat trat jetzt Spaltung 
ein, d.h. es zeigte sich ein Himochromogenspektrum, ferne 
verblieb nach dem Lésen in kaltem Wasser ein etwas groéBere: 
Riickstand, als vor der Umwandlung, die also iiber das Met 
hiimoglobin hinaus auch dem Anschein nach bis zur Trennune 
in die Komponenten vorgeschritten war.®) 

B. Zur Verwendung gelangten 1,4 Liter Blutkérper eines 
mit Rotlaufbakterien geimpften Pferdes von 12—15 Jahren, 
die eine gelatinése Masse bildeten. Der Blutkérperbrei wurde 
mit 0,7 Liter Wasser liingere Zeit bei 39° digeriert, dann 
wurde koliert und wie unter A beschrieben, mit Ather be. 
handelt. Es trat aber nach Iltagigem Stehen zwar beret 
Krystallisation, aber keine Trennung der Schichten ein, dies: 
bildeten sich erst durch Zentrifugieren heraus, wonach di 
heiden oberen*) glatt vom Krystallbrei abgegossen werde 
konnten. Der wurde nun in 150 ccm Wasser gelist und die 
gekiihlte Lisung mit Alkohol, wie schon beschrieben, versetzt. 
wonach Krystallisation eintrat. Die entstandenen Krystalle. 
lange rote Nadeln, wurden von der Mutterlauge durch Ab- 
schleudern getrennt. Erhbalten wurden 72 g Oxyhimoglobin. 


') Versuche, die farblosen Nadeln aus der Mutterlauge zu gewinnen. 
blieben erfolglos. Wohl wurden sie nach dem Abkiihlen auf — 16 
wieder unter dem Mikroskop beobaechtet, sie versehwanden aber, sola! 


die Temperatur nur wenig iiber 0° stieg. 
*) Die weitere Verwendung des Priparats ist §. 214 beschrieben. 


°*) Sie lieBen sich im Scheidetrichter trennen und wurden weite: 
verwendet. Vgl. 8. 21%. 
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das nach dem Trocknen aber auch wie das erste Priiparat in 
Methimoglobin itibergegangen war. Ks wurde feingepulvert 
mit Petrolither (Siedep. 30°) extrahiert!) und dann aus 
i0"/,iger Lésung, die von geringen Riickstiinden durch 
Kiitration getrennt worden war, mittels eines Zusatzes von 
\lkohol umkrystallisiert.?) 

C. Aus den zur Verfiigung stehenden 10 Litern Blut 
ines wegen hohen Alters (21 Jahre) geschlachteten Pferdes 
hatten sich bereits nach 4stiindigem Stehen etwa 4!/. Liter 
Blutkérper abgeschieden, das Serum konnte beinahe farblos 
abgehoben werden.*) Die Kérper wurden mit 3159 ccm phy- 
siologischer Kochsalzlésung gewaschen und die Masse zentri- 
‘ugiert, wonach 8 Liter Blutkérper verblieben. Diese wurden 


‘) 


1'/, Liter Wasser versetzt, auf 37° erwirmt, koliert und 


mn, wie unter A angegeben, mit Ather extrahiert. Hier 
vurden wieder °} Schichten erhalten, von denen die unterste, 
dunkelrote, bereits Keime von Krystallen zeigte. Die Ather- 
extraktion*) derselben muBte noch 4mal wiederholt werden, 
ehe die Sterinreaktion ausblieb. Jedesmal, zuletzt aber nur 
noch in geringer Menge, trat auch die gelatinédse Mittelschicht 
auf. Nach dem letzten Abtrennen wurde die Oxyhiimoglobin- 
lisung, die starke Neigung zum Krystallisieren zeigte, koliert 
und so lange durchliiftet, bis starkes Schiiumen eintrat, eim 
Zeichen dafiir, daB der gréBte Teil des Athers entfernt worden 
war, worauf durch Zusatz von Alkohol die Krystallisation bet 
bewirkt wurde. Nach 2 Tagen hatte sich ein Krystallbrei 
sebildet, die iiberstehende Mutterlauge konnte abgegossen 
werden, der Rest derselben wurde durch Zentrifugieren ent- 
ernt. Die Krystalle wurden noch einmal in miglichst wenig 
Wasser gelést und durch Abkiihlen dieser Lisung eine Kry- 
stallisation erreicht. Nach Entfernung der zweiten Mutterlauge 
wurden seidenglinzende Prismen im Gewicht von 230 ¢ er- 
halten, die sich im Gegensatz zu den beiden unter A und B 
') Das hier erhaltene Sterin wurde mit dem zuniichst aus den 
Slutkérpern gewonnenen vereinigt. 2 
*) Die weitere Verwendung vgl. S. 214. 
) Vgl. S. 214. *) Vgl. S. 213. 
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beschriebenen Praparaten beim Aufbewahren im Vakuum iibey 
Schwefelsiiture bei niederer Temperatur nicht in Methamoglobin 
umwandelten. 

Aus den vereinigten Mutterlaugen, die, wie eine Koagu- 
lierung einer kleinen Probe ergab, etwa 9°/, Blutfarbstofi 
enthielten, waren trotz starker Abkiihlung keine Krystalle 
mehr zu erhalten; auch ein bei einer Probe durchgefiihrter 
Versuch, nach der Oxydation mit Ferricyankalium krystalli- 
sierendes Methimoglobin zu bekommen, hatte nicht den ge- 
wiinschten Erfolg. So wurden die vorliegenden 2 Liter Mutter- 
lauge mit je 0,5 Liter Ather 6mal ausgeschiittelt, bis das 
noch anhaftende Sterin beseitigt war.’) Dann wurden je 500 ccm 
der Mutterlauge nach Zusatz von 100 ccm gesittigter Natrium 
phosphatlésung auf 50—55° auf dem Wasserbade erwiirm: 
und 85 cem salzsiiurefreies Chloroform zugesetzt. Nach vor- 
sichtigem Schiitteln wurde sie in das Wasserbad gestellt, wo- 
nach sich langsam ein ziegelroter Niederschlag absetzte, der 
abfiltriert, mit Wasser, dann mit Alkohol und Ather aus- 
gewaschen wurde. Nach dem Trocknen auf Tontellern ver- 
blieben 172 ¢ eines ziegelroten Pulvers, das die von For- 
manek?) und von Haurowitz*) angegebenen Kigenschaften 
des Kathimoglobins aufwies. Das beinahe farblose Filtrat wurde 
erschépfend ausgeiithert, der Auszug mit Wasser gewaschev 
getrocknet und das Lésungsmittel abdestilliert. Is hinterblieb 
ein Stoff, der die Sterinreaktion zeigte und in biischelformige: 
Nadeln krystallisierte, leider in recht geringer Ausbeute. 


Aufarbeitung der gelatinésen Mittelschichten. 

Nach 14tigigem Stehen in einer Kiltemischung war eine 
‘T'rennung insofern erfolgt, als sich eine untere, dunkelrote, 
wiBrige Schicht, die etwa 1/, des Volumens ausmachte, eine 
velatinése, mittlere, hellrote Schicht und eine obere, Atherische, 
beinahe farblose Schicht, ebenfalls etwa '/, des Gesamtvolumens 


': Die Atherextrakte wurden mit den aus den Blutkérpern er by 

haltenen vereinigt. 
*) Diese Zs. Bd. 29, S. 420 (1900). 
*) Diese Zs. Bd. 187 8. 64 (1924). 
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hetragend, gebildet hatten. Die erste gab das Oxyhimoglobin- 
spektrum und wies unter dem Mikroskop Blutfarbstoffkrystalle 
neben offensichtlichen Verunreinigungen auf. Es gelang aber 
nicht, gréBere Mengen der ersteren zu erhalten, auch nach 
der Oxydation mit Kaliumferricyanid stellte sich keine Kry- 
stallisation ein. Es wurde daher vorgezogen, nach Abheben 
der iitherischen Schicht, die mit den iibrigen Atherextrakten 
vereinigt wurde, die beiden anderen Schichten zu koagulieren, 
zu welchem Zweck die 11'/, Liter des Breis allmiahlich in 
» Liter siedendes Wasser eingetragen wurden, wonach das 
sehr fein verteilte Koagulum abkoliert und auf dem Wasser- 
bade getrocknet wurde. Die ganze Ausbeute von 90g wurde 
dann nach der Methode von Mérner auf Hiimin verarbeitet, 
wobei nur 1,4 g eines Hiimins gewonnen, das in schwarz- 
blauen, glitzernden Stiaibchen krystallisierte, leicht in Chloro- 
form, Aceton und Hisessig léslich war und sich als ein Di- 
‘ithylderivat erwies. 

0,0154 g Substanz gaben 0,01012 g AgJ = 8,1°/, C,H.. 

Entsprechend war dieses Hiimin gegen Soda auch in der 
Hitze bestindig und gab beim 3stiindigen Schiitteln mit 
9° iger Bicarbonatlésung keine Chlorionen ab. 


II. Sterinbestimmung in den Atherausziigen. 
A. Der Blutkorper. 
Die Atherextrakte wurden iiber Natriumsulfat getrocknet, 


der Ather abdestilliert, die Riickstiinde im Vakuum_  iiber 
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1) Auf Cholesterin berechnet. 
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Schwefelsiiure getrocknet, dann in Alkohol aufgenommen und 
das Sterin nach der Methode von Windaus bestimmt. Zw 
Verwendung kamen die drei zur Darstellung von krystalli- 
siertem Oxyhimoglobin beniitzten Blutarten. 
Nach dem Verseifen der Riickstiinde von der Digitonin. 

fillung mit alkoholischem Natriumithylat wurden gefunden 

1. 0,0009°,, gebundenes Sterin?) 

2, 0,0015°, 

8. 0,0013°/, 


b. Des Serums. 
Die Bestimmung wurde mit dem Riickstand des Athe- 
baw. des Ather—Acetonextraktes ausgefiihrt, welches Gemisch (1:1 
sich als geeignet erwies, um Emulsionsbildung zu vermeider 
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Die Bestimmung des gebundenen Sterins im Filtrat < 
Digitoninfiillung ergab: 


l. 0,4024 @ Riickstand, 0,0075 g Sterin = 0,0025° , 


2. 0,71 g n 0,0400¢ ., = 0,0040", 
3. 0,493 g ‘s Q0lsd¢ OC, = Y,0031" , 


IlI. Spaltung der krystallisierten Hamoglobine. 


A. Mit Diazomethan in Chloroformsuspension.” 
Je 5g tein gepulvertes Methimoglobin*) wurden in 130 cc: 
trocknem Chloroform durch Anreiben fein suspendiert, woru 


1) Auf Cholesterin berechnet. 

*) Bei 2. wurde mit Ather—Aceton extrahiert. 

3) Chemie der Zelle und Gewebe Bd. 12, 8.13 (1924); Bd. 13, S. 74 
(1926). 

') Vel. S. 210—211 bei A und 5, 
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durch das aus 5,25 ccm Nitrosomethylurethan entwickelte 
Diazomethan die Spaltung erfolgte. Sie trat ziemlich rasch 
ein und war mit starker Stickstoffentwicklung verbunden. 
\ndauerndes Schiitteln beschleunigte die Kinwirkung sichtbar 
durch die immer dunkler rotbraun werdende Firbung der 
Lisung. Nach Beendigung derselben wurde vom graugriimen 
Globin filtriert und der Riickstand mit Chloroform extrahiert. 
War er dann noch eisenhaltig, so wurde die Spaltung mit 
Hilfe von Diazomethan wiederholt, wonach das Globin erneut 
syiindlich mit Chloroform ausgezogen wurde. Aus den ver- 
inten Chloroformextrakten wurde dann durch Waschen mit 
Wasser das tiberschtissige Diazomethan entfernt, die Loésung 
trocknet, stark konzentriert und mit Petroliither das Himin 
fillt. Die Filtrate wurden auf das Sterin verarbeitet. 
1. Beim Einsatz von 20 g Methimoglobin aus dem Blut 
‘Stute wurden 0,4 ¢ eines Himinderivats gewonnen. Nach 
m <Abfiltrieren der Hauptmenge war das Filtrat nochmals 
rk eingeengt und durch erneuten Zusatz von Petroliather 
1 ein Rest des Haimins gefallt worden. Das zweite Filtrat 


dann nur schwach braun gefirbt und konnte durch Tier- 


pom 


hle entfiirbt werden. Nach dem Verdampfen des Petrol- 
xs wurde der krystallisierte hiickstand aus heiBem Alkohol 
ikrystallisiert, wobe1 er in feinen, biischelformig angeord- 
ten Nadeln erhalten wu nic welche die Sterinreaktion gaben. 
Riickstand wog 0,0263 g. 
2, Bei Verwendung ee s Methimoglobins aus dem Blut 
hes Wallachs wurde aus im ganzen 20 g 0,553 g, bei einer 
weiten Versuchsreihe 0,437 g des Hiiminderivats erhalten. 
ier bleben die nach Fiillung mit Petroliither erhaltenen 
ltrate stark gefirbt, auch ging nach vélhgem Verdampten 
Lisungsmittels der Riickstand durch Petroliither fast voll- 
tindig wieder in Lésung. Nach Entfirbung mit Tierkohle 
rden 0,0235 bzw. 0,0375 g Riickstand erhalten, der, wieder 
Aikohol umkrystallisiert, die bei 1. beschriebenen Krystall- 
‘ormen aufwies. 
Sehr bemerkenswert war nun, daB der Riickstand des 
etrolithers vor der Behandlung mit Tierkohle sehr schén in 


ead 
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gefarbten Nadeln und Drusen krystallisierte, die dann dure} 
die Tierkohle weggenommen wurden. Durch Chloroform wurde) 
sie ihr nur unvollstandig entzogen, wihrend beim Auskochen 
mit Xylol von neuem Sterin in dieses Lésungsmittel ging. Sv 
ist der Schlu8 wohl berechtigt, da& durch die Tierkohle zum 
mindesten eine Adsorptionsverbindung zwischen dem Himin- 
derivat und dem Sterin entfernt worden war, wenn es sic! 
nicht sogar um einen Ester zwischen Himin und Sterin ge- 
handelt hatte. Ferner ist anzunehmen, daB das von R. Mayer’ 
erhaltene Praparat der prosthetischen Gruppe, welches nacli 
Spaltung eines Oxy- und eines Methimoglobins mit Diazo- 
methan isoliert wurde und in sternférmig gruppierten Spindel: 
krystallisierte, das Sterin noch enthielt, da die unter 1. und 2. 
auf S. 215 gewonnenen ,Haimine“ nur amorph?) auftraten, sic 
bildeten eine stahlblau glitzernde, in Chloroform, Aceton, Kis- 
essig lésliche Masse. Durch Auflésen in mit Kochsalz ge- 
siittigtem EKisessig und Eindampfen der Loésung wurde dan» 
ein Riickstand erhalten, der sich in wenig Chloroform , list 
und beim Verdunsten des Lésungsmittels iiber Schwefelsiiure 
in Stabchenform krystallisierte. 


1. 13,247 mg Substanz (100") gaben 2,689 mg AgCl= 5,02° , Chior. 


16,3 mg 3s (100°) ,, 10,703mg AgJ = 4,20°/, CH, 
2, 0,1305 g , (100°) ., 00,8024 g CO, =63,22°,, ©”). 

0,1732¢ ., (100°) ,, 0,029g AgCl= 4,14°), Chior, 

O0lllg  . (100° ,, 0,00731gAgJ = 4,219), CH, 


wonach jetzt ein dimethyliertes (Chlor)hiimin vorgelegen hat, 

Ks gab beim 3stiindigen Schiitteln mit 5°/,iger Bicarbonat- 

lésung, ohne in Lésung zu gehen, das gesamte Chlor ab. 
0,2319 g Substanz (100°) gaben 0,03946 g AgCl = 4,21°/, Chlor 


Die Untersuchung der bei dieser Spaltung erhaltenen 
Sterine, die, wie erwihnt, aus heiBem Alkohol krystallisiert 

') Beschrieben von W. Kiister, Chemie der Zelle und Gewe! 
Bd. 18, 8S. 74 und 78 unter 9. (1926). 

2) Es sei daran erinnert, da8 auch die aus isolierten Hiiminen dure! 
Diazomethan erhaltenen methylierten Stoffe in den wenigsten Fiillen 


krystallisiert gewonnen wurden. 
’) Die H-Bestimmung miBgliickte. 
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erhalten wurden und dann in einer Menge von 0,05 g vor- 


lagen, ergab einen unscharfen Schmelzpunkt bei 139°, worauf 
beim weiteren Erhitzen allmiihliche Verkohlung eintrat. Die 
alkoholische Lisung wurde durch Digitonin nicht gefillt, was 
Veranlassung gab, die Krystalle auf einen Methoxylgehalt zu 
priifen, wobei ein positives Resultat erhalten wurde. 

3,104 mg Substanz gaben 1,513 ing AgJ = 3,11°/, CH,.’ 

Da nun isoliertes Cholesterin durch Diazomethan nicht 
methyliert wird, wie Versuche erwiesen, liegt ein weiterer 
Anhaltspunkt dafiir vor, daB sich das fragliche Sterin in einem 
Verband mit der prosthetischen Gruppe oder dem Globin be- 
faunden haben mu. Leider kann tiber die Natur dieses Athers 
oder Esters vorerst noch nichts ausgesagt werden. 


B, Durch Darsteilung von Kathimoglobin.?}) 

Zur Verwendung gelangten 20g mit Petrolither extra- 
hiertes Methimoglobin, erhalten wurden 18 g Kathimoglobin. 
Die vereinigten Filtrate wurden mit Ather ausgeschiittelt, die 
itherische Lésung gewaschen und getrocknet. Nach dem Ab- 
destillieren des Athers verblieben 0,1 ¢ eines gelblichen Ols, 
das starke Sterinreaktion zeigte und im Vakuum itber Schwefel- 
iure zu krystallisicren begann. Nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren waren Geschiebe von Blittchen zu erkennen, 
die an Cholesterin erinnerten. Doch war der Stoff ersichtlich 
noch nicht rein, die Ausbeute betrug nur 0,0213 g. So konnte 
nur noch festgestellt werden, daB die alkoholische Lisung mit 
Vigitonin eine Fillung gab. Hier lag also im Gegensatz zu 
dem nach der Spaltung mit Diazomethan erhaltenen Sterin 
kein methyliertes Produkt vor. 


C. Durch Salzsiure. 


der Spaltung von Oxyhiimoglobin mit 1°/,iger Salzsiure ein 
.Himin“ erhalten hatte, das nur 2,8°/, Chlor enthielt, also 
zur Halfte noch aus Hydroxyhimin bestand, wurde festgestellt, 


— 





1) Vel. S. 212. 
2) Chemie der Zelle u. Gewebe Bd. XIII, 8. T7 (19286). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLX XII. 15 





In Fortsetzung der Versuche von R. Mayer’), der nach: 
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daB bei Verwendung von 5°/,iger Salzsiiure ein Chlorhimin 
erhalten wird. Eingesetzt wurden 4g Methimoglobin'), die 
in 200 ccm Wasser gelést wurden, die Lésung wurde mit 
400 cem eines Ather—Acetongemisches versetzt und dann 8 cem 
5°/,ige Salzsiure hinzugegeben, wobei aber nur ein Teil des 
Marbstoffs in den Ather iiberging, so daB die Extraktion mit 
Ather—Aceton nach Zugabe netier Mengen Salzsiiure dfters 
wiederholt werden mubte. Die Extrakte wurden nach Wee- 
waschen des Acetgns, wobei es noch zur Abscheidung eine: 
gefiirbten Proteins\kam, dem nach Abtrennung weiterer Farb- 
stoff durch Ather unter Zusatz von wenig Salzsiiure entzogen 
werden konnte, und Trocknung eingedampft. Der Riickstand 
enthielt neben Hiimin ein Sterin, das sich durch Petrolithe: 
entfernen lie. Die Ausbeute an Hiimin betrug 0,095 g. Es 
wurde in Form kleiner, schwarzer Nadeln erhalten, die teil- 
weise verfilzt waren, léste sich schwer in Chloroform und 
Ather, etwas besser in Aceton, ging durch Bicarbonat nicht, 
durch Soda leicht in Lésung. 

39,99 mg Substanz (100°) gaben 8,353 mg AgCl und 4,747 mg Fe,0. 
= 5.16 °/, Chlor und 8,30 °/, Eisen. 


D. Spaltung von krystallisiertem Oxyhimoglobin?) 
durch Ather. 

Bei dem Versuch, noch etwa anhiingendes Sterin dem au: 
dem Blut eines Wallachs hergestellten Oxyhiimoglobin durch 
eine Extraktion mit siedendem Ather zu entziehen, wurde beob- 
achtet, daB eine Umwandlung eintrat. Der Farbstoff lost: 
sich nicht mehr glatt in Wasser, die Farbe der Loésung wai 
jetzt briunlich und zeigte das Methimoglobinspektrum, be- 
sonders deutlich das des alkalischen Methimoglobins nach 
Zusatz ganz verdiinnter Sodalésung. Diese Umwandlung mubte 
durch den Ather im Verein mit der 35° betragenden Tem- 
peratur bewirkt worden sein, denn bei Zimmertemperatur wirkte 
Ather nicht ein und die wiibrige Liésung des Oxyhiimoglobins 
begann sich beim Erwiirmen erst bei 55° langsam zu triiben. 





') Vgl. S. 210 B. 
*) Veil. 6.204 C. 
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Ks wurde dann noch festgestelit, daB der siedende Ather ein 
Sterin weggenommen hatte, wiihrend das Oxyhiimoglobiy bei 
Zimmertemperatur kein Sterin an Ather mehr abgab. Um 
nun die Frage entscheiden zu kénnen, ob der Ubergang von 
Oxyhimoglobin in Methimoglobin bereits mit der vollstindigen 
Abspaltung des Sterins einherging oder ob erst beim Ent- 
stehen des wasserunlislichen Kathiimoglobins diese Abspaltung 
eintrat, wurden 105 g des Oxyhimoglobins zuerst mit kaltem 
wasserfreiem Ather 3 Stunden lang geschiittelt, wobei keine 
Umwandlung eintrat und auch kein Sterin abgespalten wurde. 
Nach Aufbewahrung im Vakuum lagen jetzt noch 103 & vor. 
Diese Menge wurde nun in einer Extraktionshiilse so lange 
mit siedendem Ather behandelt, bis der herablaufende Ather 
keinen Riickstand mehr gab, bzw. eine Sterinreaktion nicht 
mehr erkennen lief, was erst nach 10 tigiger Extraktion er- 
reicht wurde. Nach dem Trocknen ergab sich nur ein ge- 
ringer Gewichtsverlust. Beim Digerieren von 100 g mit 900 ¢ 
Wasser blieben nun 29 g ungeldst, die nach dem Auswaschen 
und Trocknen mit Ather extrahiert worden waren. Die Lisung 
vurde ebenfalls mit Ather extrahiert und dann bei 50° koagu- 
liert, wonach 65 g Kathimoglobin erhalten wurden. Dem 
Filtrat von diesem Stoff entzog Ather nun ein krystallisiertes 
Sterin, Bei der Spaltung des Methimoglobins war also noch- 
mals ein Sterin aufgetreten, denn die Lisung desselben war 
vor der Koagulation ja mit Ather erschépfend behandelt worden. 
Sie enthielt aber noch Blutfarbstoff und zwar wie der spektro- 
skopische Befund im Filtrat des koagulierten Methimoglobins 
ergab, in Form von Oxyhimoglobinresten, die sich der Um- 
wandlung durch Ather entzogen hatten. Die Lisung derselben 
muBte nun zur Einleitung der Koagulation auf 70° erwarmt 
werden, zur Vollendung derselben wurde die Temperatur 
schlieBlich auf 100° gesteigert. Erhalten wurde nur 1g koagu- 
liertes Oxyhimoglobin, die Operation war also mit einem 
Substanzverlust von 5g verbunden. Entsprechend der geringen 
Menge an koaguliertem Oxyhiimoglobin konnten durch Aus- 
fithern des Filtrats desselben nur noch Spuren von Sterin 
isoliert werden. 


15* 
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daB bei Verwendung von 5°/,iger Salzsiiure ein Chlorhiimin 
erhalten wird. Eingesetzt wurden 4 g Methimoglobin!), die 
in 200 ccm Wasser gelést wurden, die Lésung wurde mit 


400 cem eines Ather—Acetongemisches versetzt und dann 8 ccm 


5°/,ige Salzsiure hinzugegeben, wobei aber nur ein Teil des 
arbstoffs in den Ather iiberging, so daB die Extraktion mit 
Ather—Aceton nach Zugabe neuer Mengen Salzsiiure ofter: 
wiederholt werden muBte. Die Extrakte wurden nach Weg- 
waschen des Acetons, wobei es noch zur Abscheidung eine: 
gefiirbten Proteins kam, dem nach Abtrennung weiterer Farb- 
stoff durch Ather unter Zusatz von wenig Salzsiiure entzogen 
werden konnte, und Trocknung eingedampft. Der Riickstand 
enthielt neben Hiimin ein Sterin, das sich durch Petrolithe: 
entfernen lieB. Die Ausbeute an Himin betrug 0,095 g. Es 
wurde in Form kleiner, schwarzer Nadeln erhalten, die teil- 
weise verfilzt waren, liste sich schwer in Chloroform und 
Ather, etwas besser in Aceton, ging durch Bicarbonat nicht, 
durch Soda leicht in Lésung. 

39,99 mg Substanz (100°) gaben 8,333 mg AgCl und 4,747 mg Fe,0. 
= 5,16 °/, Chlor und 8,30°/, Eisen. 


T 
LD). 


Spaltung von krystallisiertem Oxyhimoglobin?) 
durch Ather. 

Bei dem Versuch, noch etwa anhiingendes\Sterin dem au: 

dem Blut eines Wallachs hergestellten Oxyhimoglobin durch 

eine Extraktion mit siedendem Ather zu entziehen, wurde beob- 

achtet, daB eine Umwandlung eintrat. Der Farbstoff lést: 

sich nicht mehr glatt in Wasser, die Farbe der Lésung wai 


jetzt briunlich und zeigte das Methimoglobinspektrum, be- 


sonders deutlich das des alkalischen Methimoglobins nac!l 
Zusatz ganz verdiinnter Sodalésung. Diese Umwandlung mubte 
durch den Ather im Verein mit der 35° betragenden Tem- 
peratur bewirkt worden sein, denn bei Zimmertemperatur wirkte 
Ather nicht ein und die wiibrige Lisung des Oxyhimoglobins 
begann sich beim Erwiirmen erst bei 55° langsam zu triiben. 





) 


') Vel. S. 210 B. 
2) Vel. S. 211 C. 
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Hs wurde dann noch festgestellt, da& der siedende Ather ein 
Sterin weggenommen hatte, wiihrend das Oxyhimoglobin bei 
Zimmertemperatur kein Sterin an Ather mehr abgab. Um 
nun die Frage entscheiden zu kinnen, ob der Ubergang von 
Oxyhiimoglobin in Methiimoglobin bereits mit der vollstiindigen 
Abspaltung des Sterins einherging oder ob erst beim Ent- 
stehen des wasserunlislichen Kathiimoglobins diese Abspaltung 
elntrat, wurden 105 g des Oxyhiimoglobins zuerst mit kaltem 
wasserfreiem Ather 3 Stunden lang geschiittelt, wobei keine 
Umwandlung eintrat und auch kein Sterin abgespalten wurde. 
Nach Aufbewahrung im Vakuum lagen jetzt noch 103 ¢ vor. 
Diese Menge wurde nun in einer Extraktionshiilse so lange 
mit siedendem Ather behandelt, bis der herablaufende Ather 
keinen Riickstand mehr gab, bzw. eine Sterinreaktion nicht 
mehr erkennen lief, was erst nach 10 tagiger Extraktion er- 
reicht wurde. Nach dem T'rocknen ergab sich nur ein ge- 
ringer Gewichtsverlust. Beim Digerieren von 100 g mit 900 g 
Wasser blieben nun 29 ¢g ungeldst, die nach dem Auswaschen 
und Trocknen mit Ather extrahiert worden waren. Die Lésung 
wurde ebenfalls mit Ather extrahiert und dann bei 50° koagu- 
liert, wonach 65 g Kathamoglobin erhalten wurden. Dem 
Filtrat von diesem Stoff entzog Ather nun ein krystallisiertes 
Sterin. Bei der Spaltung des Methimoglobins war also noch- 
mals ein Sterin aufgetreten, denn die Liésung desselben war 
vor der Koagulation ja mit Ather erschépfend behandelt worden. 
Sie enthielt aber noch Blutfarbstoff und zwar wie der spektro- 
skopische Befund im Filtrat des koagulierten Methimoglobins 
ergab, in Form von Oxyhimoglobinresten, die sich der Um- 
wandlung durch Ather entzogen hatten. Die Lésung derselben 
muBte nun zur Kinleitung der Koagulation auf 70° erwarmt 
werden, zur Vollendung derselben wurde die Temperatur 
schlieBlich auf 100° gesteigert. Erhalten wurde nur 1g koagu- 
liertes Oxyhimoglobin, die Operation war also mit einem 
Substanzverlust von 5g verbunden. Entsprechend der geringen 
Menge an koaguliertem Oxyhiimoglobin konnten durch Aus- 
ithern des Filtrats desselben nur noch Spuren von Steri 


isoliert werden. 


15* 
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Die Untersuchung der bei den verschiedenen Atherextrak- 
tionen isolierten Sterine .ergab bei gleichen Léslichkeits- 
verhiltnissen auch gleiche Krystallform. Unter dem Mikrosko) 
zeigten sich verzweigte Nadeln, von Mutterlauge eingeschlossen. 
Die Menge des lediglich durch Kinwirkung von warmem Ather 
herausgenommenen Sterins, wobei wie erwihnt 29°/, des ein- 
gesetzten Blutfarbstofis den Zerfall in die Komponenten er- 
litten und 65°/, in Methamoglobin iberftihrt worden waren, 
betrug vor der Umkrystallisation 0,0411 g. Es gab Farb- 
reaktionen sowohl mit Chloroform—Schwefelsiure als auch mit 
Essigsiiure—Schwefelsiure. Es wurde in heiBem Alkohol aut- 
genommen und die Lésung mit Tierkohle entfirbt. Nach 
Wegdampfen eines Teiles des Alkohols fielen beim Erkalten 
feine farblose, voluminése Nadeln aus. Ihre Menge betrug 
0,0114 g. Sie gaben in keinem Lésungsmittel mehr eine Farb- 
reaktion mit Schwefelsiure, waren in kalten organischen Sol- 
ventien schwer loéslich, etwas aber auch in siedendem Wasser, 
welche Loésung saure Reaktion aufwies, und schmolzen erst 
bei 240—241° Der Stoff war stickstofffrei. 

Derselbe Stoff konnte aus der Sterinfraktion isoliert werden, 
die nach der Koagulation der in Methimoglobin umgewandelten 
Anteile des eingesetzten Blutfarbstofis in Ather iibergegangen 
waren, wie durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt fesgestellt 
wurde. Die Menge desselben betrug hier nur 6,3 mg, die des 
rohen Sterins 0,12 g. Die Mutterlauge beider Priparate ent- 
hielt ein teilweise krystallisierendes Gémenge mit Sterin- und 
Oxysterinreaktion. 

Das durch Koagulation des Methimoglobins gewonnene 
Kathimoglobin (65 g, 8.219) wurde nach Mérners Methode 
auf ,Himin“* verarbeitet. Erhalten wurden 2,1 g eines in 
Teichmannschen Formen krystallisierenden, in Chloroform 
und Aceton, langsam schon in kalter Soda léslichen Mono- 
iithyl(chlor)hiimins, das Chlor ziemlich rasch an das Alkali 
abgab. 

8,710 mg Substanz (100°) gaben 2,935 mg AgJ = 4,15 °/, C,H. 


0,1954 g - (5 Stdn. mit 5°/,iger Soda geschiittelt) gaben 
0,03 g AgCl = 3,8°/, Chlor. 
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Kin weiteres Himinpraparat wurde aus 1 Liter des Blutes 
einer 12 jabrigen Stute hergestellt. Das Blut koagulierte durch 
Kochen sehr schlecht, erst nach lingerer Zeit und nach Zu- 
gabe von Natriumsulfat trat ein ganz fein verteiltes Koagulum 
auf, das sich indessen nicht abpressen heb. Nach mehr- 
maligem Filtrieren wurde daher das Koagulum auf dem Wasser- 
bade etwas getrocknet und die noch feuchte Masse mit 1750 cem 
95°/ igem Athylalkohol unter Zusatz von 17,5 cem konzen- 
trierter Schwefelsiiure 4 Stunden digeriert und dann die Liésung 
abgepreBt. 

a) 100 ccm des PreBsaftes wurden durch Eintragen in viel 
Wasser gefitilt. Ausbeute 0,125 g eines amorphen ,,Hiimins™, 
das sehr wenig ithyliert war. 

0,039 g Substanz (100°) gaben 60,0024 g AgJ = 0,74 °/, C,H;.4) 

b) Aus der iibrigen Menge des PreBsattes wurde, wie iiblich, 
in der Siedehitze Hiimin gewonnen. Die Ausbeute betrug 
2.5 g eines rohen Hiimins, das an Ather 0,4 g farbloses Sterin 
ibgab. Es krystallisierte in schwarzblau glitzernden Stibchen 
und war léslich in Chloroform und in heibem LEisessig, un- 
lislich in kalter Soda, an diese nur wenig Halogen abgebend. 
Die Zeiselbestimmung spricht fiir das Vorliegen eines Mono- 
‘ithyl (chlor) hamins. 


23,65 mg Substanz (100°) gaben 7,08 mg Ag = 3,7 °/, C,H;,. 
0,106 g ” (i. V.) ,, 00,0211 g AgCl = 4,95 %, Chlor. 


Nach 3stiindigem Schiitteln mit 5°/iger Sodalésung fanden 
sich im fast farblosen Filtrat nur 0,4°/, Chlor. 


2,105 g Substanz (i. V.) gaben 0,0258 g AgCl. 


IV. Hydrolyse von krystallisiertem Oxyhamoglobin 
im Autoklaven. 


Die Lisung von 50g mit Ather nicht vollstindig extra- 


1) Es fragt sich, ob beim Trocknen etwa eine Abspaltung von 
Alkohol eingetreten war. Das ,,Hiimin“ war in Chloroform léslich, was 
fiir Monoiithylierung spricht. Meist wird allerdings durch das angegebene 
Verfahren kein iithyliertes Hiimin erhalten. Das hier verarbeitete Blut 
zeigte aber, wie im Text erwiihnt, ein recht abweichendes Verhalten bei 
der Koagulation. 4) Vgl. S. 211 C. 
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wurde 10 Stunden auf 200° im Autoklaven erhitzt. Es 
resultierte eine braunrote, widerlich riechende Fliissigkeit und 
2 ¢ eines unldslichen Stoffes von schwarzer Farbe. Letzterer 
wurde zuniichst mit Alkohol—Ather ausgezogen, in welches 
(temisch aber nur wenig Farbstoff iiberging, und dann durch 
3 tiigiges Schiitteln mit EKisessig-Bromwasserstoff zum gréften 
‘eil in Lésung gebracht, aus der wie iiblich 0,022 ¢ eines 
Porphyrins mit der Salzsiurezahl 5,4 isoliert werden konnte. 
Aus stark verdiinnter bromwasserstoffsaurer Lisung ging das 
Porphyrin in Ather tiber, welches Verhalten auch der Himato- 
porphyrindimethyliither aufweist. 

Der kleine in Kisessig—Bromwasserstoffsiiure unldsliche 
Teil bildete ein schwarzglinzendes Pulver, das in keinem 
Loésungsmittel, selbst nicht in konzentrierter Schwefelsiure 
merklich léslich war. Es enthielt denn auch 88,5 °/, C neben 
5,6°/, H und 0,33°/, 8S, auch Eisen und Stickstoff waren 
qualitativ nachweisbar. 


“ 0,106 g Substanz (i. V.) gaben 0,3439 g CO, und 0,1068 g H,O. 


0,151 g ” »  4,38mg BasQ,. 

B. Eine Probe der bei der Autoklavenhydrolyse erhaltenen 
braunroten, stark alkalisch reagierenden Lésung gab bei der 
Dialyse auBer Ammoniak auch Aminosiiuren an das AuBen- 
wasser ab, die Menge derselben war aber  offensichtlich 
gering. So wurde die gesamte [¢cung nacheinander mii 
Ather, Kssigester, Chloroform und Amylalkohol ausgezogen. 
Kin greifbares Resultat gab nur die Atherextraktion, die bis 
zur Erschépfung 4 Tage lang ausgefiihrt werden muBte. Beim 
Konzentrieren der Ausziige schieder sich ein blittriger, farb- 
loser Stoff und ein braunes Ol ab, die sich durch kaltes 
Aceton trennen lieBen. Der hierin unldésliche feste Kérper 
wurde aus heiBem Alkohol umkrystallisiert, wodurch 0,35 ¢ 
in Form kleiner, farbloser Nadeln erhalten wurden, die sich: 
in Chloroform und Ather, sowie in heiBem Aceton, ferner in 
konzentrierteren Siuren, schwierig in verdiinnteren und i: 
heiBem Wasser lésten. Die Reaktion der letzteren Lésung 
war neutral, doch liBt die héhere Léslichkeit in Siuren gegen- 
itber Wasser auf schwach basischen Charakter schlieBen. Der 
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Schmelzpunkt lag bei 259—260° bei hoéherer Temperatur 
sublimierte die Substanz unzersetzt. Sie gab mit Pikrinsiure 
in schwach alkalischer Lésung die Diketopiperazinreaktion, 
doch trat die Farbung nur unter Bedingungen ein, die nicht 
cenauer festgelegt werden konnten. 


5,09 mg Substanz (100°) gaben 10,60 mg CO, und 8,8 mg H,O. 
T 


3,80 mg "9 (100°) » Teime » «» Soe 
3,819. mg ss (100°) ,, 17,98 mg eS » 2,782 mg ,, 
3,52 mg 5 (100°) ,, 0,56 ecem N bei 18° und 739 mm B. 
3,39 mg 5 im 92,23 mg Campher gaben eine Schmelzpunkts- 
depression von 6°. 
C,.H,,0,N; (Mol.-Gew. 255,2, gef. 245) 
Ber. 56,40°/, C 8,23°/, H 16,40 /, N 
Gef. 56,80 8,25 16,72 
56,34 8,14 aio 
56,63 8,15 = 


Da weder beim Kochen mit frisch gefalltem Kupfer- 
carbonat noch mit Ninhydrin eine Blaufirbung eintrat, der 
hohe Schmelzpunkt und die iibrigen Eigenschaften aber auf 
Aminosiureanhydride hinweisen, wire es nicht unméglich, dah 
hier ein &hnlicher Stoff vorlige, wie ihn EK. Abderhalden 
und E.Schwab!) erhalten haben. Sie ziehen fiir ihn die Struktur 
eines Neunringes in Betracht. Leider lieBen die geringen 
Mengen die Durchfiihrung einer Hydrolyse durch Siuren aus- 
sichtslos erscheinen. 

Das in Aceton schon bei Zimmertemperatur lisliche Ol 
(S. 222) konnte auch im Vakuum nicht krystallisiert erhalten 
werden. Da es nur in hei®em Wasser mit saurer Reaktion 
lislich war, wurde die alkoholische Lésung mit Kalilauge 
schwach alkalisch gemacht und diese Loésung ausgeithert. 
Dabei ging in den alkoholisch-iitherischen Auszug noch etwas 


von dem soeben beschviebenen, bei 260° schmelzenden Stoff 


iiber, der beim Konzentrieren der Lisung ausfiel, wihrend aus 
den Mutterlaugen das bei 240° schmelzende, fir ein Sterin- 
derivat angesprochene Produkt (S. 220) isoliert werden konnte, 
wonach auch noch ein in Biischeln und Drusen krystalli- 
sierendes Steringemisch vorhanden war. Die wieder angesiuerte 





1) Diese Zs. Bd. 158, 8. 75 (1926). 
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Lésung des Kaliumsalzes wurde nun ebenfalls ausgeithert. 
Der Ather hinterlieS dann 0,1476 g eines gelb gefirbten, in 
Blattchen und Stabchen krystallisierenden Riickstandes, der 
zwischen 50° und 60° schmolz. Dieser léste sich in Soda, 
erwies sich als ungesiittigt gegeniiber Permanganat und addiert 
auch in Chloroformlésung Bront. Er wurde in itherische 
Lésung mit Hilfe von Diazomethan methyliert, wonach 


i 


50,128 mg Substanz 30,001 mg AgJ gaben, woraus sich 3,9 °%/, Cl 
berechnen. 

Das in Chloroformlésung hergestelite Bromadditionsproduk: 
wies einen Gehalt von 27,4°/, Brom auf. 

10,975 ng Substanz gaben 7,066 mg AgBr. 

Diese Bestimmungen lassen sich dahin auswerten, dab i: 
dem sauren Stoff, der ohne Zweifel durch Verseifung eines 
dem Oxyhiimoglobin noch anhaftenden Sterinesters entstanden 
war, ein Gemisch einer gesittigten Siure C,,H,,0O, mit dem 
Lacton einer ungesiittigten Oxysiure C,,H,,O, vorgelegen habe: 
kénnte und zwar im ungefiihren Verhiltnis von 3 zu 2 Mole- 
kiilen. Ein solches wiirde nimlich eine Methylzahl von 3.97 
aufweisen und nach der Addition von Brom 268,2°/, de: 
Halogens enthalten. 


Wir sind Herrn Dr. W. Kumpf zu gro8em Dank fiir die 
Ausfithrung der Mikroanalysen des bei der Autoklavenhydrolysc 
des Oxyhiimoglobins erhaltenen itherléslichen Stoffes ver- 
pflichtet und gedenken erneut mit aufrichtiger Dankbarkeit 
der wesentlichen Unterstiitzung unserer Bestrebungen, die wi 
seitens der Notgemeinschaft durch Uberlassung einer Zentrifuge 
erfahren haben. 





Stuttgart, am 1. Oktober 1927. 




















Die isoelektrischen Punkte der Protamine. a 





Von 


Suguru Miyake. 


(Aus dem Institut fiir Eiweifforschu ng der Universitat Heidelberg. " 


(Der Redaktion zugegangen am 8, Oktober 1927.) 
¢ 


Durch viele Forscher wurden die isoelektrischen Punkie 
von Kiweifstoffen und Aminosiiuren gemessen und die Resul- 
tate schon publiziert. Der isoelektrische Punkt der Protamine | 
ist bisher nicht bestimmt worden. Nachdem Felix!) in seiner ! 
Untersuchung das Siiuren- und Basenbindungsvermégen des 
Histons bestimmt hat, war es von Wichtigkeit, die Lage des 
isoelektrischen Punktes beim Protamin festzustellen. 

Herr Geheimrat Kossel, auf dessen Anregung hin diese ; 
\rbeit in Angriff genommen wurde, stellte mir verschiedene 
Priparate aus seiner Sammlung zur Verfiigung. 

Das Ergebnis meiner Untersuchungen sei hier tabellarisch 
usammengestellt. 


Experimentelier Teil. 


ee iy i ey Mi gn 


1. Freie Protamine. 

Ich habe es unternommen, aus der Protaminsulfatlésung 
die Schwefelsiure durch Baryt zu entfernen. Zur 2°/ igen 
Lisung von Protaminsulfat wurde die Barytlésung tropfen- 
weise hinzugesetzt, bis kein Bariumsulfatniederschlag mehr 
ausfiel. 

Dann wurde vom Niederschlag abfiltriert. So kam das 
juantitativ von Schwefelsiiure und Baryt befreite freie Protamin 
zur Untersuchung. 








'\ Felix, Diese Zs. Bd. 157, S. 76 (1926). w+ 
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2. Messung des isoelektrischen Punktes. 

Ich habe den isoelektrischen Punkt auf die bekannt 
Weise bestimmt, indem ich Borat—Natron- oder Glykokoll- 
Natronmischungen’) (nach Sérensen) von verschiedener Wasser- 
stoflionenkonzentration mit der durch Baryt von der Schwefel- 
siure befreiten Protaminlésung mischte und mit der Gaskette 
nach Michaelis die durch den Protaminzusatz bedingt: 
Anderung des p,, maB. Der isoelektrische Punkt liegt be: 
dem p,, des Butlers, bei dem der Protaminzusatz die kleinste 
oder keine Anderung des Py der Puflerlésung bewirkt. 

Als Pufferlésung wurde die oben beschriebene Glykokoll 
Natronmischung gebraucht; zu 10 ccm Pufferlésung wurde: 
2 ccm Protaminlésung gemischt. 

Z. B. bei Ksocin habe ich die folgenden Resultate be- 
kommen: 











Pu 
der Mischung. der Puffer- PH Pa 
¥ ee der Pufferlésung Differenz 
und Protaminlésung = 

11,92 11,96 — 0,04 
11,96 11,99 — 0,08 
12,07 12,07 + 0,0 
12,11 12,10 + 0,01 
12,29 12,20 + 0,02 


Der isoelektrische Punkt des Esocins liegt also bei 12,07. 


3. Isoelektrischer Punkt der Protamine. 


Die Resultate meiner Untersuchungen waren folgende: 


Name Isoelektrischer 
des Protamins Punkt 
DR is le os ee SG ee 
Salmin, leichtléslich . . . . . . . . 12,09 
- schwerléslich . . . . . . . . 411,98 


1) Glykokoll bedeutet eine Loésung von 7,505 g Glykokoll und 
5,85 g Natriumehlorid auf 1 Liter Wasser. 

Natron bedeutet */,, der normalen Lésung. 

Borat bedeutet eine Lésung von 12,404 g Borsiiure und 100 ccm 
n-Natronlauge auf 1 Liter, 












Die isoelektrischen Punkte der Protamine. 


Name Isoelektrischer 

des Protamins Punkt 
Clupein, leichtléslich . 2. . . 2... . 12,16 , 

- mittellislich . ...... . 13,18 

7 als Ol ausgesehieden . . . . . 12,14 
nn a a a eer 
RO ke we te oe 
So a ee: 
Cyclopterin . ........ . . 10,00 
a : 
Alalongin') — . ; < ht he, coe ae 
nn a a a eS 
i 
a eee ee 


4. Beziehung zwischen dem Fallungsoptimum und dem 
isoelektrischen Punkt von Clupein. 


5 Proben: 


mr. 1 2 3 4 5 
Glykokoll?) . . . ecm 4,8 4,6 4,4 4,2 4,0 
Newos*)..... . 5 2 5,4 5,6 5,8 6,0 


Zu diesen Lésungen habe ich in jedes Reagenzglas 2 ccm 
von der obigen freien Clupeinlésung und Alkohol (75°/, Al- 
kohol fir totale Menge) gefillt und sofort gut umgeschiittelt. 
is entstand nach 5 Minuten Triibung, welche folgendes Bild 
ergab. Die Zahl der Kreuze deutet die Starke der Triibung an: 


Nr 1 2 3 4 5 
Pro. . + 18-120 «13,2128 (12,4 
+ + + > +— 
” Sh tte +h +4 
vs Triibung . a eae ade 
++ + 


Man kann also sagen, daB das Fillungsoptimum von 
Clupein durch Alkohol ungefihr bei dem isoelektrischen Punkt 
leet. Dasselbe kann man vielleicht auch von anderen Prota- 
minen sagen. 


') A. Kossel+ und W. Staudt, Diese Zs. (im Druck). 
*) Glykokoll und Natron bedeuten die oben beschriebenen Puffer 
‘Osungen. 
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5. Der isoelektrische Punkt von vollstandig hydrolysiertem 
Clupein. 
Isoelektrischer Punkt der freien Basen}): 9,37. 


Zusammenfassung. 

1. Verschiedene Fraktionen des Clupeins hatten bei un- 
gefihr gleichem Arginingehalt auch den gleichen isoelektri- 
schen Punkt. 

Leichtléslicher Teil. . . . . 12,16 
Mittelléslicher Teil . . . . . 12,138 
Kin Teil von Clupein, der als Ol 
ausgeschieden war . . . . 12,14 
2. Beim Salmin kénnen wir dieselbe T'atsache bemerken. 
Leichtléslhicher Teil. . . . . 12,09 
Schwerléslicher Teil . . . . 11,98 


3. Die Lage des isoelektrischen Punktes der Protamine 











Wenn N 100 gesetzt wird, 
Name des Protamins Isoelektrischer so entfallen davon aut 
Punkt Secicita® 
rginin *) 
= mr. 
Seombrin . . . . «''s 12,00 88,9 
Salmin oi 88,9 
12,16 
[OS Sw we 12,13 {89 
12,14 
i 12,09 88,9 
ane Se 12,07 86,3 
a 12,12 87,3 
a 12,04 79,5 
Cyclopterin . .... 10,00 67,6 
i 12,40 78,i 
a ae 11,71 67,4 
Alalongin eh 12,42 86,0 
Cyprinin (Lysin 40°/,)  . 9,73 3,2 


1) Clupein wurde mit 25°/,iger Schwefelsiiure bei 130—140° Olbad 
temperatur wihrend 20 Stunden hydrolysiert. 

®) C. Oppenheimer, Handbuch der Biochemie des Menschen und 
der Tiere. II. Auflage, II. Bd., S. 588 (1925). 
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hiingt von ihrem Gehalt an Arginin ab. In der vorhergehen- 
den Tabelle werden Arginingehalt und isoelektrischer Punkt 
verglichen.?) 

Der Zusammenhang zwischen isoelektrischem Punkt und 
Arginingehalt ist trotz geringfiigiger Abweichungen unver- 
kennbar. 

4, Cyprinin, das eine andere Struktur hat, hat den 
niedrigsten isoelektrischen Punkt. 

5. Das Fallungsoptimum von Clupein durch Alkohol liegt 

ungefihr bei dem isoelektrischen Punkt. 

6. Der isoelektrische Punkt des Totalhydrolysates von 
Clupein ist 9,37. 

7. Wenn man bedenkt, da&S Aminogruppe und Carboxyl- 
sruppe, wie bekannt, hauptsachlich die Bindung der Kiweib- 
kérper als Peptidgruppe bilden, dann kann man sagen, dab 
der Charakter der EiweiBsubstanzen stark durch die Imido- 
gruppen beeinfluBt sein muB. Wie aus meinem Resultat zu 
ersehen ist, schiebt die Imidogruppe mehr als freie Carboxyl- 
und Aminogruppe zusammen den isoelektrischen Punkt von 
Protaminen oder Kiwei8kérpern zur alkalischen Seite; die iso- 
elektrischen Punkte von Protaminen sind hodher, als die der 
einzelnen Bausteine und als der des vollstiindig hydrolysierten 
Clupeins. 


Herrn Geheimrat A. Kossel werde ich fiir die Anregung 
zu dieser Arbeit, fiir seine vielen wertvollen Ratschlige, ferner 
fir die freundliche Erlaubnis, Priparate aus seiner kostbaren 
Sammlung zu gebrauchen und die Arbeit in seinem Labora- 

4 torium ausfiihren zu diirfen, ein dankbares Gediichtnis be- 
wahren. 

Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft, der hierfiir mein bester 
Dank abgestattet sei. 





') Arginin hat den héchsten isoelektrischen Punkt aller Aminosiuren. 

Die Hexonbasen haben die folgenden isoelektrischen Punkte: 
Arginin etwa 3 x 1071; Lysin etwa 3 x 107—'°; Histidin 6,2 x 107° 
Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration S. 60 (1922). 
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Uber das (-Oxyathyl-methylmaleinsiureanhydrid und iibey 
Verseifungen von «-Oxynifrilen durch Schwefelsiure. 
8. Mitteilung. 
Nach Versuchen der Herren Dr. K. May, R. Wolf, A. Eberle und 
Fri. G. Mandry. 
Von 


William Kiister. 


Aus dem Laboratorium fiir organ. u. pharmaz. Chemie der Technischen Hochschule 
Stuttgart.) 


Der Redaktion zugegangen am 15. Oktober 1927.) 


In der zweiten mit Fr. Grassner') zusammen verdfient- 
lichten Untersuchung, welche die Darstellung einer §-Oxy- 
iithyl-methylmaleinsiiure bezweckte, wurde bei der Verseifung 
des Oxynitrils des Acetylcyclopropancarbonsiureesters mit 
Jodwasserstoff (1,96) neben der fumaroiden Form der Athy!- 
methylbernsteinsiure ein Oliger Stoff erhalten, der sich durch 
den charakteristischen juchtenlederartigen Geruch als ein bi- 
substituiertes Maleinsiiureanhydrid kennzeichnete, aber 3°), 
Jod weniger enthielt als ein /-Jodiithyl-methylmaleinsiiure- 
anhydrid erfordert. Wir haben nun die Versuche zur Gewin- 
nung dieses Stoffes in hoéherer Reinheit fortgesetzt, wobei 
zuniichst das Carbonyl des Acetylcyclopropancarbonsiureesters 
durch Herstellung eines krystallisierten Thiosemicarbazids und 
eines p-Bromphenylhydrazons charakterisiert wurde und ferner 
das Oxynitril des Esters, nach der Analyse zu urteilen, im 
reinen Zustande isoliert werden konnte. Das erwihnte Jod- 
derivat wurde in besserer Ausbeute bei Verwendung einer 





1) Diese Zs. Bd. 145, 8. 53 (1925). 
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weniger konzentrierten Jodwasserstoffsiure (1,7) bei einer 150° 
nicht iibersteigenden Temperatur aber immer noch nicht im 
reinen Zustand erhalten. Das Priiparat wies noch 1°/, Jod 
mehr auf als die Formel C,H,O,J erfordert. Durch Ver- 
seifung mit Barytwasser lieb sich dann ein jodfreies Barium- 


a epee 


sala C,H,O,Ba und daraus ein krystallisierendes Kupfer- und fH 
ein Calciumsalz entsprechender Zusammensetzung erhalten. | 
Die zugrunde liegende Siiure oder ihr Lacton im krystallisie- 
renden Zustande zu gewinnen, gelang noch nicht, es diirfte 
ich um eine der méglichen Itaconsiuren handeln, die aus der 
}-Oxyithyl-methylmaleinsiiure unter der umlagernden Wirkung 
des Bariumhydroxyds entstehen kénnen.') Bei der Kinwirkung 
von konzentrierter Schwefelsiure auf das Oxynitril I wurde, 
venn nur mit Wasser gekihlt wurde, starke Entwicklung von 
-chwefliger Siure beobachtet. Danach konnte ein iitherlés- 
iches Ol isoliert werden, das mit Wasserdampf fliichtig war 
und den charakteristisch juchtenlederartigen Geruch bisubsti- 
tuierter Maleinanhydride besitzt, stickstofffrei ist und bei der 
Analyse auf die Formel C,H,O, stimmende Werte ergab. 
Hier legt also allem Anschein nach das f-Oxyathylmethyl- | 
waleinsiureanhydrid II vor. Es konnte bisher nur durch ein 
krystallisierendes Kupfersalz charakterisiert werden. Durch 
Xochen mit 10°/,iger Natronlauge konnte das élige Anhydrid 


n eine zweibasische Siiure C,H,,O; umgewandelt werden, \ 
die in farblosen Nadeln krystallisiert und bei 200° sublimiert. . 
Neben dem Ol wurde unter obigen Bedingungen noch ein 

© 2 oO 


‘ester stickstoffhaltiger Stoff isoliert, der eine einbasische 
stersiiure vorstellt, die auBerdem noch eine leicht verseifbare 


Siureamidgruppe enthilt. Da dem in Nadeln krystallisierenden, 
“7 ; r 
bei 127° schmelzenden Stoff die Formel C,H,.O,N (IID) zu- 


<ommt, muB die Schwefelsiiure oxydierend gewirkt haben, was 
durch die Entwicklung von Schwefeldioxyd auch belegt ist, 





und es ist folgender Verlauf wahrscheinlich: 


1!) Der als Lacton der Oxyiithyl-methylfumarsiure angesprochene ! 
Stoff C,H,O, [Diese Zs. Bd. 145, S. 63 (1925)] ist in Ather lésich, wah- | 
rend hier eine sehr leicht in Wasser lisliche, in Ather schwer oder 

unlésliche Saure vorliegt. 
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CH, CH, 
: | | 
H,C—C—CO NC—C.OH H,NOC—C.OH 
| a | “i | 
HOH,C—C—C—CO C —-COOR HO—COOR 
H, iN | 
H,C—CH, CH,—COOH 
I] I iI 


DaB bei Estern von e@-Oxynitrilen die Verseifung de: 
Cyangruppe durch ziemlich konzentrierte Schwefelsiiure nu 
bis zum Siiureamid fiihrt, wihrend die gleichzeitig im Molekii! 
vorhandenen Carboxiithyle nicht angegriffen wurden, wurde 
auch an anderen Stoffen beobachtet. So konnte aus dem 
Oxynitril des Athylacetessigesters das Amid eines Methylithy|- 
iipfelsiiureesters C,H,,O,N (LV) in 35°/,iger Ausbeute und au. 
dem Oxynitril des Acety i latancneneachons das Amid eines Methy!- 
carboxiithyl-ithylapfelsiureesters C,,H,,O,N in etwa 31°/, iger 
Ausbeute erhalten werden (VY). 


OH OH 
H,C—C - CONH, H,C—C—CONH, 
| 
H,C—C—C—COOR ROOC—C—C—C—COOR 
H, H H, H, H 
IV V 


Ein sehr merkwiirdiges Resultat wurde bei der Einwir- 
kung von Schwefelsiiure auf Cyan-methylbernsteinsiiureester 
erhalten, indem hierbei ein stickstoffhaltiger Stoff isoliert 
werden konnte, der beim Kochen mit Alkalien kein Ammoniak 
entwickelte. Der Vorgang bedarf also noch der Aufklirune. 
Bei der Verseifung des y-Cyanpentan-/,y-«-tricarbonsiureesters 
wurde dagegen die Svan in die Siiureamidgruppe iberfihrt, 
worauf unter Abspaltung von Alkohol ein neutraler Stoff ent- 
stand, der als §,y-Imid eines y-s-Pentandicarbonsiureesters 
autgefaBt werden kann. 


Experimenteller Teil. 
A. 1. Die Darstellung des Acetylcyclopropancarbonsiure- 
esters erfolgte nach der in der 2. Mitteilung gegebenen Vor- 
schrift..) Die Reinigung des rohen Esters mu8 rasch durch- 


1) Teil A nach Versuchen des Herrn Dr. K. May. 
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gefibrt werden, da die Beimengungen offensichtlich die Zer- 
setzung des Esters beschleunigen. Ausbeute 53 g aus 234 g 
Acetessigester. 

0,1462 g Substanz gaben 0,3290 ¢ CO, und 0,1020 e H,O. 


C,H,,0; Ber. 61,54°/, C 7,699/, H 
Gef. 61,39 7,81 


Das Thiosemicarbazon schied sich beim Stehen einer 
Lésung von 5g des Esters in 30 ccm absolutem Alkohol nach 
Zusatz einer konzentrierten wiBrigen Lésung von 3 ¢ Thio- 
semicarbazid in groBen farblosen Nadeln ab, die nach dem 
Absaugen und Nachwaschen analysenrein sind. Ihr Schmelz- 
punkt liegt bei 160°. Ausbeute 3 g. 

0,1817 g Substanz gaben 0,3131 g CO, und 0,1042 g H,O. 


5,819 mg n ‘ 0,94 cem N bei 15° und 740 mm B. 
5,842 mg ‘i ‘4 5,965 mg AgJ. 

C,H,;0.N,5 
Ber. 47,138°/, C 6,60°), H 18,33°/, N 12,67 °/, C,H. 
Gef. 47,01 6,42 18,64 12,63 


Beim Trocknen, selbst im Vakuum, veriindert sich der 
Stoff, er wird gelb und schheBlich braun. Hierbei spaltet sich 
Alkohol ab, wie durch den Gewichtsverlust beim Trocknen bis 
105° zur Gewichtskonstanz und durch die Analyse des braunen, 
amorphen Riickstands festgestellt wurde. 

1,4392 g verloren 0,2867 g, ber. fiir 1 Mol C,H,O: 0,2893 g. 

oe br. Riickstand gaben 90,1975 g CO, und 0,0499g H,O. 
4,976 mg ,, , 0,997 ccm N bei 14° und 738 mm 5 
C,H,ON,S Ber. 45,879/, © 4,95°), H 22,94, N 


Gef. 46,01 4,77 23,14 


oa | 


2. Werden 3 g des Esters, in 20 ccm absoluten Alkohols 
gelist, mit einer konzentrierten Lésung von 4 g p-Bromphenyl- 
hydrazin in 50°/,iger Essigsiure versetzt und das Gemisch 
kurz erwirmt, so scheiden sich beim Abkiihlen hellgelbe 
Nadeln aus, die nach der Umkrystallisation bei 131° schmelzen. 
Ausbeute 2,5 g. 


10,04 mg Substanz gaben 0,757 ccm N bei 15° und 739 mm B. 
C,,H,,O,N,.Br Ber. 8,61°/, N Gef. 8,69°/,. 


Kin Trocknen des Hydrazons ist nur auf dem Tonteller 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXII. 16 














lo aE oe 














234 William Kiister, 


méglich und auch hier zerfliefen die Krystalle nach wenigey 
Stunden zu einer amorphen Masse. Es ist anzunehmen, dati 
hierbei das Pyrazolonderivat entsteht, wenn es auch nicht ge- 
lang, dasselbe krystallisiert zu erhalten und auch die Dar- 
stellung eines salzsauren Salzes miblang. 

B. Das Oxynitril des Acetylcyclopropancarbonsiureesters, 
nach der iiblichen Methode bereitet, wurde in guter Ausbeute 

140 g aus 150 g des Esters — zwar noch gefirbt, ab 
nach der Analyse zu urteilen im recht reinen Zustande er- 
halten. 


0,1798 g Substanz gaben 0,3881 g CO, und 0,1172 ¢ H,0. 
5,23 mg i .. 0,867 cem N bei 16,5° und 746 mm Bf. 
C.H,,0,N Ber. 59,01% C 1,15°%, H  1,64°/, N 

Gef. 58,89 7,29 8,10 


Hine Reinigung des Ols durch Destillation war nich 
méglich, da selbst im Hochvakuum eine Abspaltung von Blau- 
siiure erfolgte. 

1. 10 g des Oxynitril wurden mit 25 ccm Jodwasserstoti- 
siiure (1,7) 12 Stunden im Olbad, dessen Temperatur 140 bis 
150° betrug, am Riickflu8kiihler erhitzt, wonach sich ein braun. 
schwarzes Ol abgeschieden hatte, das in Ather iiberging. Die 
itherische Liésung wurde mit Thiosulfatlésung ausgeschiittelt, 
mit Wasser gewaschen und getrocknet. Sie hinterlieB dann 
ein braunes Ol in einer Ausbeute von 5,4 g, das den inten- 
siven Geruch bisubstituierter Maleinsiuren aufwies und stark 
ungesittigt war. Da es noch einen zu hohen Jodgehalt (etw: 
52°/) zeigte, wurde eine weitere Reinigung durch Schiitteln 
des Ols mit einer Kupfersulfatlisung und Einleiten von 
Schwefeldioxyd versucht. Tatsiicblich fiel hierbei Kupferjodii: 
aus, das wieder isolierte Ol hatte dann zwar immer noch einen 
zu hohen Jodgehalt: 

76,4 mg Substanz gaben 0,0694 g AgJ = 49,10°/, J (ber. 47,74° 
fiir C,H,O,J), 
wurde aber zu folgendem Versuch verwandt: 

2. 5g wurden mit 300 ccm bei 60° gesittigten Baryt- 
wassers am RicktluBkiithler im Sieden erhalten und die von 
verharzten Stoffen abfiltrierte Lésung zur Trockne verdampft 
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Sus dem Riickstand wurde das Bariumjodid mit Alkohol aus- 
cekocht, dann wurde er mit Wasser digeriert, in die erhaltene 
Lisung Kohlendioxyd eingeleitet, das Filtrat vom Barium- 
carbonat stark konzentriert und mit Alkohol ein gelblich 
weiBer Niederschlag im Betrage von 2,6 ¢ gefillt. Ks han- 
delte sich um ein Salz 

C.H,0,Ba Ber. 44,34°/, Ba Gef. 44,85°/, Ba 

0,1127 g Substanz (50° i. V.) gaben 0,0859 g BaSQ,. 

Die wiibrige Lésung des Bariumsalzes gab mit Silber- 
nitrat einen weiBen Niederschlag, der sich beim Trocknen zer- 
setzte. Nach Fallung mit der berechneten Menge Kupfersulfat 
wurde ein griines Filtrat erhalten, aus dem sich beim Kon- 
zentrieren das in drusenférmig angeordneten Prismen krystalli- 
sierende Kupfersalz abschied. 

0,1560 g Substanz gaben 0,0533 g CuO. 

C.H,O,Cu Ber. 27,12/, Cu Gef. 27,30°/, Cu 

Das Calciumsalz wurde durch Neutralisation der wiBrigen 
Losung der Siure, erhalten durch Zersetzung der Bariumsalz- 
lisung mit der berechneten Menge n/i0-Schwefelsiiure, mit 
Calciumearbonat gewonnen. Es schied sich bei der Konzen- 
tration seiner Lésung in weiBen Krystalldrusen ab. 

90,0749 g Substanz gaben 0,0474 g CaSQ,. 

C,H,0,Ca Ber. 18,87°/, Ca Gef. 18,63°/, Ca 

Die Siure selbst im krystallisierten Zustande zu _ ge- 
vinnen, gelang noch nicht, Ein durch Reduktion mittels 
/inkstaub in essigsaurer Lésung aus ihr hergesteliter Stoff, 
der sich gegen Kaliumpermanganat in alkalischer Liésung als 
vesittigt erwies, krystallisierte in zu Drusen angeordneten 
Nadeln. Eine genauere Untersuchung konnte wegen der allzu 
seringen Menge noch nicht ausgefiihrt werden. 

3. 30 g Oxynitril wurden im Verlauf einer halben Stunde 
unter Wasserkiihlung mit zusammen 150 ccm konzentrierter 
Schwefelsiiure versetzt, wobei Erwirmung und starke Entwick- 
lung von Schwefeldioxyd eintrat. Danach wurde noch 10 Mi- 
nuten auf 40° erwiirmt und nach dem Erkalten langsam unter 
Kiithlung mit 500 cem Wasser verdiinnt. Die Temperatur dart 
16 
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nicht iiber 40° steigen, da sonst Verharzung eintritt. Durcl 
erschépfende Atherextraktion wurden nun 5,5 g eines gelblichey 
Ols isoliert, aus dem sich unter Kiskiihlung ein krystallisierter 
Stoff abschied, der durch Aufstreichen auf einen Tonteller und 
Betupfen mit wenig Ather vom Ol getrennt werden konnte. 
a) Die Ausbeute an diesem in Nadeln krystallisierenden Stoti 
betrug 0,3¢. Er schmilzt bei 127°, ist léslich in Ather, Alkoho! 
und Wasser, unléslich in Chloroform und Benzol. Die wiibrice 
Lésung reagiert sauer und entfirbt sodaalkalisch Permangana: 
erst nach Stunden. 

0,0362 g verbrauchten, in 20 com Wasser gelést, 15,57 con 
n/100-NaOH (Phenolphthalein). Nach 1/, Stunde war die Lisung 
wieder entfirbt, welcher Vorgang sich nach Zusatz neue! 
Mengen Lauge wiederholte. Im Lauf von 8 Tagen wurde: 
noch 16,23 ccm n/100-NaOH verbraucht. In der Lésung wa: 
Ammoniak mit Nesslers Reagens nachweisbar. 

0,1634 g Substanz gaben 0,2766 g CO, und 0,1047 g H,O. 

13,52 3 mg e . 0,685 ecm N bei 14° und 738 mm B. 


ee 


4,610 ft e » 4,575 mg AgJ. 
150;N (Mol.-Gew. 233,175). 

a 46, 3) C 648% H 601% N 12,46°/, C,H, 

15,52 eem n/ 100 NaOHu saccuargeeg 

Gef. 46,17, 7,17 °, H 5,859, N_—«-:12,28%/, OH, 

15,57 ee 31,8 eem n/100 NaOH. 

Der Stofi titriert sich also zuniichst einbasisch und wird 
dann schon in der Kilte verseift. Ks kann dann, wie an- 
genommen worden ist, eine dreibasische Siure vorliegen, da 
das abgespaltene Ammoniak in der Liésung verblieben ist. 

Das schwer in Wasser lésliche, im Dunklen haltbare 
Silbersalz bestiatigte das Vorliegen einer zuniichst einbasische 
Saure. 

62,142 mg Substanz (i. V.) gaben 26,335 mg AgJ. 

C,H,,0,NAg Ber. 31,76°/, Ag Gef. 31,90°/, Ag 


3b) Das neben den bei 127° schmelzenden Krystallen 
erhaltene Ol wurde den Tonscherben durch Ather entzogen 
und durch Wasserdampfdestillation gereinigt, bei der es fliichtig 


ist. Es ist in kaltem Wasser unldslich, bildet mit heifem 
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Wasser eine Emulsion und besitzt den charakteristischen 
‘uchtenlederartigen Geruch bisubstituierter Maleinanhydride, 
ist auch stickstofffrei und gab bei der Analyse Werte, die 
mit den fiir ein Methyl-oxyiithylmaleinanhydrid berechneten 
ibereinstimmen. 
0,3251 g Substanz gaben 0,6440 g CO, und 0,1522 ¢ H,O. 
C,H,O, Ber. 53,83°/,C ~ 5,17°/, H 
Gef. 54,04 5,24 
Die nahere Charakterisierung steht noch aus, es wurde 
nur noch ein Kupfersalz hergestellt, indem zu 0,1 g des Ols 
in 10 cem verdiinntem Alkohol eine konzentrierte wibBrige 
Lisung von 0,12 g Kupferacetat hinzugegeben wurde. Das 
ausfallende Salz wurde aus heifem Wasser in Prismen kry- 
stallisiert erhalten. 
56,243 mg Substanz gaben 18,4738 mg CuO. 
C,H,0,Cu Ber, 27,15%, Cn Gef. 26,24°/, Cu 
«) 1g des Ols wurde in 40g 10°/,iger Natronlauge ge- 
lst und die Lésung 10 Stunden in einem kupfernen Kolben 
unter Riickflu®{ gekocht. Nach vorsichtigem Ansiiuern konnte 
in Stoff mit Essigester extrahiert werden, der aus der kon- 
zeutrierten Lésung in farblosen Nadeln, aus heifem Wasser 
in verdstelten Blattchen krystallisierte, die, ohne zu schmelzen, 
bei 200° sublimierten. 
0,1482 ¢ Substanz gaben 0,2530 g CO, und 0,0755 g H,O. 
es Ber. 48,26°, C 5.79%), 
Gef. 48,20 5,90 
4, Wird die Kinwirkung der konzentrierten Schwefelsiure 
auf das Oxynitril unter Eiskiihlung vorgenommen, so ent- 
wickelt sich kein Schwefeldioxyd und es konnte nur das Ol 
durch Ather extrahiert werden. 

- B.) Die Darstellung des Oxynitrils aus dem Athylacet- 
essigester wurde wie iiblich ausgefiihrt.2) Zur Reinigung wurde 
das Rohprodukt bei 3 mm Druck rektifiziert, wobei zwischen 
114—117° der gréBte Teil als farbloses Ol yom spez. Gew. 


1) Teil B nach Versuchen yon Frl. G. Mandry. 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 345, 8. 12 (1906). 
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1,0388 bei 15° iiberging, das als nahezu reines Oxynitril an- 
gesehen werden kann. 
11,496 mg Substanz gaben 0,749 cem N bei 19,5° C und 733 mm ji). 
C.H,,0;N Ber, 7,579, N Gef, 7,33°/, N 


Die Ausbeute betrug etwa 76°/, auf den eingesetzte: 
Athylacetessigester berechnet. Das Oxynitril hielt sich in gut 
verschlossener Flasche, kiithl und vor Licht geschiitzt aui- 
bewahrt, wochenlang ohne nachweisbare Mengen von Blausiure 
abzuspalten. Die Verseifung erfolgte nach folgendem Ver- 
fahren, nachdem durch systematische Versuche ermittel 
worden war, unter welchen Bedingungen die besten Ausbeuten 
an einem krystallisierten Stoff erhalten werden, der bei einem 
ersten Versuch beobachtet werden konnte. 

10 g Oxynitril werden mit 15 g 70°/,iger Schwefelsiure 
unter Wasserkithlung und kriftigem Umschiitteln gemischt, 
das Gemisch wird etwa 48 Stunden bei Zimmertemperatur 
sich selbst iiberlassen, dann wird das gelb fluorescierende Ge- 
menge mit 50 ccm Wasser verdiinnt und darauf erschépfend 
ausgeiithert. Die konzentrierten Atherausziige wurden mit 
Soda zur Entfernung von Oxysiuren ausgeschiittelt und dann 
gewaschen. Nun fielen nach kurzer Zeit 2,2 g feine Nadeln 
in Biischelform aus der itherischen Liésung aus, die sich aus 
Ather und aus wenig heiBem Wasser umkrystallisieren lieBen, 
in Alkoholen, Aceton, Chloroform und Kssigester, sowie in 
heiBem Benzol und Xylol lésten und bei 121—122° schmolzen 
Nach der Analyse war nur eine Aufnahme von Wasser, keine 
Verseifung eingetreten. 

0,1654 g Substanz (i. V.) gaben 0,3233 g CO, und 0,1215 g H,0. 


17,788 mg __,, ss »  1,0731 ecm N bei 19,5° C u. 741 mm 5 
8,017 mg __,, ” , 8,999 mg AgJ. 


C,H,,0,N (203,195) 
Ber. 53,17°/, C 8,435°/, H  6,895°/, N _—-14,339/, C,H, 
Gef. 58,83 8,22 6,86 13,90 
wonach anzunehmen ist, daB das Amid eines der méglichen 
Methylithylipfelsiureesters vorliegt. Bei der Verseifung des- 
selben mit 40°/,iger Natronlauge') wurde dann Methylithyl- 


') Vel. W. Kiister und J. Weller, Diese Zs. Bd. 99, S. 243 (1917). 
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maleinsiureanhydrid erhalten. Uber die daneben entstehenden 
Stoffe, ungesittigte und Oxysiiuren, wie tiber die bei der Ver- 
seifung des Oxynitrils durch Schwefelsiiure entstehenden Oxy- 
siiuren miissen weitere Untersuchungen angestellt werden, die 
Sodalésung, mit der der itherische Auszug bei dem beschrie- 
benen Verseifungsversuch ausgeschiittelt wurde, gab z. B. an 
Ather nach dem Ansiiuern einen Sirup ab, aus dem sich nach 
2 Monaten Krystalle abgeschieden hatten, deren Schmelzpunkt 
bei 116° lag. 


3.1) Die Darstellung des Oxynitrils des, Acetylglutar- 
siureesters geschah nach der in dieser Zs. Bd. 99, S. 236 
1917) gegebenen Vorschrift. Mit 90,5°/,iger Ausbeute wurde 
das Oxynitril als ein gelbes Ol in etwa 93°/,igem Reinheits- 
srad erhalten. 

7,51 mg Substanz gaben 0,336 cem N bei 21° und 741 mm B. 

C..0..0.0 Ber. 5,45°/, N Gef. 5,06°, N 


Dieses Oxynitril hielt sich in gut verschlossener Flasche 
und im Dunklen aufbewahrt nur sehr kurze Zeit, es trat wieder 
Geruch nach Blausiiure auf und der Gehalt des Priiparats an 
Oxynitril war nach Entfernung des Cyanwasserstoffs durch 
Durchleiten eines trocknen Luftstroms auf 85,8°/, gesunken. 
Kine weitere Abgabe von Blausiure fand dann nur noch ganz 
langsam statt. 

Bei systematisch durchgetiihrten Verseifungsversuchen mit 
Schwefelsiure ergaben sich die besten Ausbeuten an dem ge- 
wiinschten Siureamid C,,H,,O,N, wenn 5g Cyanhydrin mit 
9g 70°/,iger Schwefelsiure bei 20° 48 Stunden digeriert 
wurden. Nach Verdiinnung mit wenig Wasser wurde dann 
erschépfend ausgeiithert und der itherischen Lésung die saure: 
Bestandteile durch 10°/,ige Sodalésung entzogen. Der Ather 
hinterlieB dann farblose, lange Nadelbiischel im betrage von 
1,57 g oder 31,4°/, des eingesetzten Oxynitrils, die sich leicht 
aus Chloroform oder aus sehr wenig Wasser umkrystallisieren 
lieBen und dann bei 101° schmolzen. 


1) Teil C nach Versuchen von Herrn R. Wolf. 








neste ON 


LOE cepa ate “Ramm, havea wtiegteeinae 











vo 


940 William Kiister, 


7,8 mg Substanz (i. V.) gaben 0,36 cem N bei 24° und 737 mm B, 


0,94 mg " ™ » 11,62 mg AgJ. 
C,,H,,0,N (Mol.-Gew. 275,2) Ber. 5,09°/, N 21,11°/, C,H, 
Gef. 5,14 20,72 


Nach der Verseifung des Saureamids mit 40°/,iger Natron- 
lauge, wobei sich Ammoniak entwickelte, wurde Himatinsiiure 
bisher allerdings nur in miBiger Ausbeute gewonnen. 

Bei dem geschilderten Versuch wurden neben dem Siure- 
amid noch 0,84 g saure Stoffe, aber nur in Form eines Ols, 
vewonnen. Unter anderen Bedingungen konnte durch Ver- 
seifung des Oxynitrils eine Oxyestersiiture erhalten werden. 
Hier wurden zu 5,9 g des 85°/,igen Oxynitrils 25 ¢ 70°/,ige 
Schwefelsiiire tropfenweise und unter Wasserkiihlung gegeben 
und das Gemisch bei 20° 75 Stunden stehen gelassen. Da- 
nach wurde mit 100 cem Wasser verdiinnt und mit Ather aus- 
veschiittelt, wodurch 0,58 g des Siureamids und 1,15 g 6lige 
saure Stoffe herausgenommen wurden. Aus der ausgeitherten 
Lésung schieden sich dann nach mehrtigigem Stehen pris- 
matische Krystalle ab, die zu radialen Strahlenbiischeln ver- 
einigt waren. In kaltem Wasser ldsten sie sich nicht, i 
heiBem sehr leicht, wonach aber beim Erkalten keine Kry- 
stallisation mehr eintrat. Der Schmelzpunkt lag bei 186° 
oberhalb 200° trat Zersetzung unter Kohlendioxydentwicklung 
ein, die Schmelze erstarrte dann beim Erkalten nicht mehvr. 
Die Ausbeute betrug 0,55 g. Nach der Analyse zu urteilen, 
war hier auBer der Siureamidbildung die Verseifung des einen 
Carboxiithyls eingetreten, so da®’ wahrscheinlich das Siiureamid 
einer Methyl-carboxithyl-iithylipfelsiure 

H 
H,C—C(OH)—C—CH,—CH,—C00C,H, 


| | 
iin CONH, COOH 
vorhegt. ; 


14,02 mg Substanz (i. V.) gaben 0,735 cem N bei 25° und 734 mm b. 
| " ., 5,62 mg AgJ. 
C,,H,,O,N (Mol.-Gew. 247,2) Ber. 5,66°/, N 11,75°/, C,H, 
Gef. 5,80 11,38 
Aus dem Oligen sauren Stoffgemisch konnten einheitliche 
Stoffe noch nicht isoliert werden. Festgestellt wurde, dab 


6,11 mg 
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anter ihnen auch solche Abkémmlinge des Oxynitrils enthalten 
sind, die noch die Cyangruppe enthalten, da beim Kochen 
mit Natronlauge das Auftreten von Cyannatrium beobachtet 
wurde. 

D.1) Die Darstellung des Cyanmethylbernsteinsiureesters 
erfolgte nach den Angaben von Hiigel.’) 

33 g 85°/, ige Schwefelsiiure wurden mit 21,3 g des Esters 
inter Kiskithlung gemischt, das Gemenge 11/, Stunden sich 
selbst iiberlassen, dann 1 Stunde lang auf 40—50° erwiirmt 
und nun bei Zimmertemperatur noch iiber Nacht stehen ge- 
lassen. Das nunmehr gelbliche 6lige Gemisch wurde darauf 

eisgekiihltes Wasser eingetragen, wobei eine krystalline 
Substanz ausfiel, die abgesaugt, mit kaltem Wasser aus- 
ewaschen und dann aus Ather und Alkohol umkrystallisiert 
wurde,?) Aus der schwefelsauren Mutterlauge krystallisierten 
beim Stehen noch weitere Mengen des Stoffes aus, so dab die 


>y OV 


\usbeute sich auf etwa 33°/, des eingesetzten Esters belief.*) 


Kr krystallisiert in nadelférmigen Ageregaten und schmilzt 
A479 


ei 146—1 


0,1499 g Substanz (i. V.) gaben 0,2830 g CO, und 0,1023 g H,O. 
5 


0,1631 ¢g 7 Re »,  0,3091 : O,1161 ¢g 

12,35 mg ? ; . 0,675 cem N bei 21° u. 745mm B. 
15,42 mg = ” 0,855 cem ., ,, 25,59 u. 740 mm B. 
8,35 mg . ¥ , 171mg AgJ (Zeisel). 

22,92 mg . : » 45,75 mg . 

20,8 mg ” . in 0,105 g Campher gaben eine Schmelz- 


inktserniedrigung yon 35°. 


YoH,70,N (Mol.-Gew. 231,2, gef. 226). 


Ber. 51,92°/, C 7,41°/, H 6,06°/, N 25.13*/. CH. 
Gef. 51,51 7,64 6,22 25,34 
51,70 7,96 6,17 24,70 


‘') Teil D nach Versuchen von Herrn A. Eberle. 

*) Diese Zs. Bd. 130, S. 10 (1923). 

} Bei einigen Versuchen schied sich der Stofi zunidchst dlig ab, 
‘as Ol erstarrte dann aber durch Eiskiihlung. 

*) Ein Eindampfen der schwefelsauren Lésung ist zu vermeiden, 
‘a hierbei véllige Verseifung unter Abspaltung von Kohlendioxyd ein- 
tritt. Ein Ausiithern der Lésung hatte keinen Erfolg, da nichts mehr 


» den Ather iiberging. 
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Nach dem Ausfall der Analysen zu urteilen, schien ec, 
nun, als wire wieder lediglich ein Molekiil Wasser in dic 
erg ; Ns Y) eine , 
Cyangruppe des Ksters (C,,H,,O,N) eingelagert worden. Di 
Lésung des Stoffes in heiBem Wasser!) wies aber saure Reak- 
tion auf, die mit Phenolphtalein als Indicator in der Wiirme 
verbrauchte Menge n/10-Alkali entsprach einem einbasischen 
Stoff C,,H,,0;N. ‘ 

J o 


0,1533 g Substanz verbrauchten 6,7 cem n/10-KOH. Ber. 6,64 cem. 


Schwer lésliche Salze mit anderen Metallen lieBen sic! 
aber nicht herstellen, wobei noch beobachtet wurde, dab eine 
Reduktion einer ammoniakalischen Silberlésung nicht eintrat. 
wohl aber wurde aus Nesslers Reagens Quecksilber ab- 
seschieden. 

SchlieBlich wurde noch festgestellt, daB der Stoff bein 
Erhitzen mit n/10-Kalilauge, sowie auch mit 20°/,iger Lauge 
kein Ammoniak abspaltet, erst héchst konzentrierte Lauge be 
wirkte eine Zersetzung. Nach alledem diirfte kein Siureamid 
vorliegen, aber es bleibt unentschieden, welche Umlagerung di 
Schwefelsiure bei der eingesetaten Cyanverbindung hervor- 
gerufen hat. 

Bei der Verseifung des y-Cyanpentan-/,y-«-tricarbonsiur 
esters”) mit etwa 85°/,iger Schwefelsiiure entstand nebe: 
Oligen Stoffen saurer Natur eine neutrale Substanz in ungefjih: 
20°/,iger Ausbeute, die in Ather léslich war und bei 35 m1 
bei 120—125° iiberging. Das Destillat erstarrte zum Teil zu 
nadelférmigen Krystallen, die von der sirupés gebliebenen 
Masse durch wenig Ather getrennt werden konnten. Ihr 
Schmelzpunkt lag bei 136—137°. Nach der Analyse zu ur- 
teilen, hat sich aus dem eingesetzten Ester C,.H,.O,N durcl: 
Ubergang der Cyan- in die Siiureamidgruppe und Abspaltuny 
von Alkohol das ,7-Imid eines y,«-Pentandicarbonsiiureesters 
gebildet: 


') Aus wenig heiBem Wasser schied sich der Stoff beim Erkalte 
in bis zu 2 cem langen Nadeln aus. 
*) Vgl. Diese Zs. Bd. 180, S. 10 (1923). 
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H H 
H,C—C—COO0O,H. H,C—C—CO 
| Pine 


~NH 
\ “ 
H,C,00C—C—CN * H.C.00C—C—CO 


| | 
CH,—CH,—COO0C,H, CH,—CH.—COOC, H. 


0,13862 g Subst. (i. V.) gaben 0,2712 ¢ CO, und 0,08209 g¢ H,0O. 


23,88 mg ‘ m . 1,19 cem N bei 28° und 7389 mm B. 
12,25 mg 5 ” .. 19,44 mg AgJ. 

Ci3H,.0,N 
Ber. 54,72°/, C 6,71°/, H 4,91°/, N 20,37°', C,H 
Gef. 54,32 6,74 5,49 19,64 


Beim Erhitzen mit Laugen fand Abspaltung vom Ammo- 
niak statt. 
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16. Mitteilung iiber Porphyrine. ; 
Von 


William Kiister, Hermann Maurer und Kurt Packendorf?. 


Aus dem Laboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie der Technische: 


Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Oktober 1927.) 


In Fortsetzung der mit A. Palm‘) begonnenen Versuch, 


vom «-Methyl-«’-Acetylbernsteinsiureester ausgelhend zu Stofien 
zu gelangen, die sich mit den durch Verseifung des beim 
oxydativen Abbau des Hiimatoporphyrindimethylithers erhaltene: 
Imids C,H,,O.,N identisch erweisen kénnten, wurden Resultate 
erhalten, die zwar den gewiinschten Erfolg nicht hatten, aber 
zur welteren Klirung der verwickelten Isomerieverhiiltnisse aui 
dem Gebiete der bisubstituierten Malein-, Fumar- und Itacon- 
siiuren einen Beitrag liefern. Das unter der Kinwirkung von 
Phosphorpentachlorid auf Methylacctylbernsteinsiiureester ent- 
stehende Chlorid der «,y-Dimethyl-y-chloritaconsiiure lieB sich 
iiber den mit Wasserdampf fliichtigen Ester reinigen, der zu- 
nichst mit Natriumalkoholat in alkoholischer Lésung_ be! 
Zimmertemperatur zum alkoholunléslichen Natriumsalz verseift 
wurde, aus dem dann die Siure sehr rein dargestellt werden 
kann. Die Ausbeute betriigt allerdings nur 25 ¢ aus 181 g 

Bernsteinsiiureesterderivats. Die Destillation von 10 g 
der «,y-Dimethyl-y-chloritaconsiure unter gew6hnlichem Druck 
gelang nun, ohne daf starke Zersetzung’) eintrat und aus dem 
Gligen, stark nach bisubstituierten Maleinsiiuren riechendem 


= 


') Vgl. die 11. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 156, S. 1 (1926). 
*) Vgl. ebenda S. 32. 
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Destillat wurde dann bei der Wasserdampfdestillation 1 g des 


riechenden Stoffes abgetrieben, wihrend ein geruchloser Stoff 


(.H,O,Cl zuriickblieb, der mit Ather extrahiert werden konnte 
und bei 145° schmolz. Es lag aber nicht das ebenfalls bei 
145° schmelzende Anhydrid der Dimethylchloritaconsiiure vor, 
das sich mit Wasser sehr leicht wieder zur Siure verbindet, 
sondern ein sehr bestiindiges isomeres Anhydrid, das bei 
wiederholter trockner Destillation unveriindert iiberging, beim 
Zusammenschmelzen mit Resorcin und Zinkchlorid einen prichtig 
fluorescierenden Stoff gab, 2 Mcle Ammoniak addierte und durch 
Barytwasser in ein Bariumsalz C,H,O,ClBa iiberfiihrt wurde, 
aus dem das unverinderte Siiureanhydrid wieder zu erhalten 
war. Danach ist das Chlor wie in der Dimethylchloritacon- 
siiure sehr fest, also an ein tertiires Kohlenstoffatom gebunden. 
Ks kann also keine Umwandlung derart erfolgt sein, daB ein 
§-stindiges Wasserstoffatom an das Chlor tragende Kohlenstofi- 
atom gewandert ist, wie das der Fall ist, wenn die Itaconsiure 
in die Maleinsiiure bzw. ihr Anhydrid iibergeht (I in Il). Wenn 
also auch die Bestiindigkeit.als Anhydrid auf die Struktur als 
Maleinanhydrid hinweist, so*spricht doch schon die Geruch- 
losigkeit des neuen Stoffes und die Existenz des riechenden 
Maleinanhydrids gegen eine solche Auffassung und da, wie 
erwihnt, das Chlor sehr festgebunden ist, also der tertiire 
Charakter des das Chlor tragenden Kohlenstoffatoms erhalten 
seblieben ist, kann die Abwanderung von Wasserstoff nur vom 
y-stindigen Methyl zum #-Kohlenstoffatom erfolgt sein, d. h. 
es muB sich eine Aticonsiure (IIL) gebildet haben.’) Diese ist 
nun auch beim Kochen mit Natronlauge insofern stabil, als 
sie kein Chlor verliert, sie wird aber dabei in eine zwel- 
basische Siure vom Schmelzp. 152° umgewandelt, die als 
tumaroide Form (IV) der Aticonsiiure angesprochen werden 
darf, und die auch entsteht, wenn das riechende Ol mit konz. 


2 


Darytlauge gekocht wurde. Der von A. Palm?) bei einem 

') Eine Dehydrieruag zu einem «-Methyl-«’-(t Chlorvinyl)-malein- 
siureanhydrid oder einem Polymeren derselben kommt, nach der Analyse 
zu urteilen, nicht in Betracht. Die optische Untersuchung steht noch aus. 
*) Vgl. Diese Zs. Bd. 156 S. 32 (1926). 
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Einsatz von nur 0,05 ¢ des éligen Maleinanhydrids nach dem 
Kochen mit gesiittigtem Barytwasser beobachtete Stoff, der in 
der Krystallform an das beim Verseifen des durch Oxydation 
aus dem Himatoporphyrindimethylithers hervorgehenden Imids 
erhaltene Lacton vom Schmelzp. 175° erinnerte, wurde hier 
nicht wieder angetroften. . 

Das élige Anhydrid (II) und das bei 145° schmelzende []| 
lagern je 2 Molekiile Ammoniak an, die Siure IV bildet ein 
Diammoniumsalz. Alle 8 Ammoniakderivate verhalten sich 
nun beim Erhitzen in gleicher Weise, sie spalten Ammoniak 
al und gehen in denselben bei 166° schmelzenden Stoff iiber, 
wie Mischschmelzpunktsbestimmungen erwiesen. Diese Ver- 
suche sind bisher. nur mit kleinsten Substanzmengen aus- 
gefiihrt worden. Es diirfte aber ohne Zweifel ein und das- 
selbe Imid entstanden sein, das niher zu untersuchen unsere 
nichste Aufgabe sein wird. 


ii H 





H,C —C—CO Erhitzen H,C—C—CO. Erhitzen H,C—C— UY 
| SO < oe aw se 
Hf, C==C—C—CO H,C—C=C—CO H,C—C—C-—(0 
| Cl Cl 
Cl ies ” I Baryt_—~ I 
Li] i _ A 


H 
H,C—C—COOH 


| ; 
HOOC—C—C=CH, 
H Cl 
LV 


Experimenteller Teil. 


Zur Darstellung der Dimethylchloritaconsiure (I) wurde 
zu 560 g (3 Mol) Phosphorpentachlorid, die sich in einem 
wassergekihlten Fraktionierkolben befanden, im Verlauf mehrerer 
Stunden 230 ¢g (1 Mol) Methylacetylbernsteinsiiureester binzu- 
gegeben. Unter lebhafter Chlorwasserstoffentwicklung und 
miiBiger Erwiirmung findet hierbei Verfliissigung des Gemisches 
statt, die bei hiufigem Umschiitteln nach 2—5 Tagen vollendet 
ist, worauf auf dem Wasserbade bis zum Aufhdren der- Salz- 
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siureentwicklung erwirmt wird. Nun wird das Phosphoroxy- 
chlorid bei 80° und 15 mm abdestilliert, der Riickstand mit 
Alkohol versetzt und nach Vollendung der Esterbildung mit 
Wasserdampf destilliert, wobei der gréfte Teil des Esters 
iibergeht.!) Ein kleiner Teil wird verseift und liBt sich als 
Siiure durch Ather entziehen. Auch der Ester, ein blaBgelbes 
Ol, das angenehm nach frischen Apfeln riecht, wird dem 
Destillat durch Ather entzogen und in iiblicher Weise isoliert. 
50 g desselben werden dann in 100 ccm absoluten Alkohols 
selést, eine Lésung von 9 g Natrium in 200 ccm absoluten 
\lkohols hinzugefiigt und die Mischung 24 Stunden sich selbst 
iiberlassen.”) In dieser Zeit hat sich das etwas gelb gefirbte 
Natriumsalz in gut filtrierbarer Form abgeschieden, durch 
Waschen mit Ather wird es farblos’ und liefert dann nach der 
Zersetzung mit 10°/,iger Salzsiure die in farblosen Nadeln 
kvystallisierende Dimethylchloritaconsiure, die bei 127° unter 
Zersetzung schmilzt.*) Ausbeute 13,2°/, auf den Kinsatz an 
Methylacetylbernsteinsiureester bezogen. 

Bei der Destillation im Vakuum geht die Siure in ihr 
Anhydrid iiber, das bei 15 mm B. bei 125° siedet und sich 
nebst dem abgespaltenen Wasser als Oliges Produkt in der 
Vorlage ansammelt. Nach einiger Zeit ist das Wasser ver- 
schwunden und die bei 127° schmelzende Siure zuriickgebildet 
worden. Dieser Ubergang findet bei dem isolierten Anhydrid, 
das bei 145° schmilzt, auch beim Stehen an der Luft statt. 

Destilliert man dagegen die Dimethylchloritaconsiiure 
unter gew6hnlichem Druck, so tritt bei 150° lebhafte Wasser- 
abspaltung ein und bei 210—225° geht ein dliges Produkt 
mit intensivem Geruch nach bisubstituierten Maleinsiiuren iiber. 


') Daneben ist noch etwas unangegriffener Methylacetylbernstein- 
suureester vorhanden. 

*) Vel. H. v. Pechmann, Einwirkung von Natriumithylat auf 
Chlorerotonsiiureester. Chem. Ber. Bd. 28, 8. 1626/28 (1895). 

*) Bei der Verseifung mit wiibrigem Alkali, z. B. 2,5°/,iger Natron- 
lauge, wird stets ein Teil der Siure in die y-Chlor-§,y-pentensiiure, 
Schmelzp. 154°, iiberfiihrt. Vgl. A. Palm, Diese Zs. Bd. 156, S. 28/29 


(1926), 
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Bei Einsatz von 10g wurde bei einer sofort angeschlossene:, 
Wasserdampfdestillation mit dem Destillat 1 g des hierhe; 
fliichtigen riechenden Ols erhalten, wihrend aus den mit 
Wasserdampf nicht fliichtigem Teil 8 g eines Stoffes durcl 
Atherextraktion gewonnen werden, der keinen Geruch aufwics 
und nach der Umkrystallisation aus heiBem Wasser in tetro- 
gonalen Prismen erhalten wurde, die bei 145° schmolze: 
Durch eine wiederholte Destillation, bei welcher der Stoff be: 
210—225° unter gewdhnlichem Druck tiberging, erlitt er kein, 
Umwandlung. 

Analyse und Eigenschaften sprechen fiir ein Siureanhydiii, 
dem die Formel C.H,O,Cl zukommt. 


0,1672 g Subst. (60°) gaben 0,2925 g CO, und 0,0601 g H,O. 
0,1035¢ ., (60% ., 0,1841¢ C0, ,, 0,0360¢ H,O 
7,5 mg » (60°) ., 61mg AgCl. 
10,1 mg . (60°) ., 83mg AgCl. 
4,1 mg . (60°) .. eine Sehmelzpunktsernicdrigung 


19° in 49,7 mg Campher. 
C,H,O,Cl Ber. 48,14°/, C 4,04°/, H 20,329/, Chlor 174,55 Mol-Gey 
Gef. 47,73 4,02 20,12 173,9 
48,58 8,89 20,33 

| g wurde in Alkohol gelést und die Lésung mit trockenen 
Ammoniak gesittigt. Es fallen sofort feine Nadeln aus 
Ausbeute 0,7 g —, die beim Erhitzen ein Sublimat geben u: 
dann bei 166° schmelzen. 

16 mg (i. V.) gaben 1,92 eem N bei 18° und 716 mm B. 

75mg ,, »  0,92cem N ,, 18° ,, 716mm B. 


),H,0,C1.2 NH; Ber. 13,439/, N Gef. 13,26 und 13,55°,, 


Kine Messerspitze Substanz wurde mit der gleichen Menge 
Resorcin und etwas Zinkchlorid verschmolzen. Nach dem Aui- 
lésen der Schmelze in Wasser stellte sich eine priichtige 
Fluorescenz von hellrosa nach griinlich Blau ein, die sich au! 
Zusatz von Alkali verstiirkte. 


2 g wurden 3 Stunden mit 20 ccm einer bei 60° gesiittigten 
Bariumhydroxydlésung gekocht; der entstandene Niederschlag 
wurde mit dem durch Ausfillen des Barytiiberschusses dure 


Kohlensiure hervorgerufenen zusammen mit viel heiBem Wasser 
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ausgekocht und diese Lésung konzentriert, wonach sich 1,8 ¢g 
eines Bariumsalzes ausschieden, das in der Borsiure ahnlichen 
formen krystallisierte. 

96 mg Subst. (60°) gaben 68 mg BaSQO,. 

C,H, O,C1Ba Ber. 41,91°/, Ba Gref. 41,7°/, Ba 


Aus der Lésung von 1 g des Bariumsalzes wurde nach 
Zersetzung mit Schwefelsiure das Siureanhydrid C,H,O,Cl 
uuverindert wiedergewonnen. Schmelz- und Mischschmelz- 
punkt 145°. 

Kin Imid aus dem Anhydrid herzustellen gelang noch 
nicht, letzteres wurde anscheinend beim Erhitzen der alkoho- 
lischen mit Ammoniak gesittigten Loésung auf 150° zerstort. 

Withrend Bariumhydroxyd keine Verinderung des Siure- 
mhydrids hervorgerufen hatte, wohl weil sich das schwer in 
Wasser ldsliche Bariumsalz gebildet hatte, entstand beim 
Kochen von 2g der Substanz mit 50 ccm 10°/ iger Natron- 
lauge eine neue Siiure, die nach dem Ansiiuern der alkalischen 
Lisung mit Ather extrahiert und nach zweimaligem Um- 
krystallisieren aus heiBem Wasser in rhombischen Blittchen 
vom Schmelzp. 152° in einer Ausbeute von 1,5 g erhalten 
werden konnte. Sie war noch chlorhaltig und leB sich zwei- 
asisch titrieren {Phenolphthalein). 

0,12 ¢ Subst. verbrauchten 12,6 cem n/10-NaQH. 

Ber. fiir C,H,O0,Cl 12,6 cem n/10-NaOQH 

Beim Kinleiten von Ammoniak in die alkoholische Lisung 
liel eine flockige weiBe Masse aus. 

7,0 mg Subst. (i. V.) gaben 0,695 com N bei 20° und 750 mm B. 

C,H,,0,N,Cl Ber. 12,14°', N Gef. 11,49°/) N 


Beim Erhitzen des Ammoniumsalzes entstand ein Sublimat 
und dann fand ein Schmelzen bei 166° statt. 

Dieselbe Siure wurde dann angetroffen, nachdem 3 g des 
riechenden Ols 5 Stunden mit 50 ccm 50°) iger Barytlauge 
sekocht worden waren. Der UberschuB des Baryts wurde 
dann aus der warmen Loésung durch Enmleiten von Kohlen- 
dioxyd entfernt, das Filtrat eingedampit und mit Alkohol ge- 
tillt, wobei eine fiockige Masse ausfiel, die aus Wasser nur 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chomie, CLXXII. 17 
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undeutlich krystallisierte. Die Ausbeute betrug nur etwa 2 » 
Kin groBer Teil des Ols hat also eine anderweitige Umwand.- 
lung erfahren, wohl unter Herausnahme des Chlors. 

Das erhaltene Bariumsalz, 

C,H,0,ClBa Ber. 41,91°/, Ba Gef. 42,09°/, Ba 

0,118 g Subst. (60°) gaben 84,4 mg BaSQ,, 
war chlorhaltig und gab nach Zerlegung mit Schwefelsiur 
die in rhombischen Blattchen krystallisierende Saure, welch 
(nach dreimaligem Umkrystallisieren) bei 152° schmolz und im 
Mischschmelzpunkt mit der aus der ,,Aticonsiiure“ erhaltenen 
Substanz keine Depression zeigte. 

Die Chlorbestimmung ergab allerdings einen um 1°/) zu 
hohen Wert. 

94 mg Subst. (60°) gaben 74 mg AgCl. 

C,H,0,Cl Ber. 18,41°/, Chlor Gef. 19,47°/, Chior 

Aus dem noch nicht analysenrein erhaltenen riechende: 
Ol wurde wie aus dem bei 145° schmelzendem Anhydrid ei 
Ammoniakanlagerungsprodukt hergestellt, das aus der alkoho- 
lischen Loésung krystallisiert herauskam. Bei der Schmelz. 
punktsbestimmung wurde zunichst das Entstehen eines Sub! 
mats beobachtet, wonach ein Schmelzen bei 166° stattfand. 


Der ,,Notgemeinschaft“ sind wir fiir die Unterstiitzun:; 
unserer Bestrebungen zu aufrichtigem Dank verptlichtet, den 
wir auch an dieser Stelle zum Ausdruck bringen. 











1-Oxyprolin und 1-Prolin als Zuckerbildner. 


Stoffwechselversuche am Phlorrhizinhund. 
Von 
J. Kapfhammer und C, Bisehoff. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig. 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Oktober 1927.) 


Aus der Reihe der ringférmig aufgebauten KiweiBbau- 
seine war es bisher nur vom Prolin bekannt, daB es der 
Vierkérper zur Zuckerbildung heranziehen kann. Das dem 
Prolin so nahe verwandte Oxyprolin ist auf seine zucker- 
hildenden Fahigkeiten noch nicht untersucht worden, vermutlich 
deswegen, weil es sich nur auf umstindliche und miihsame 
Weise aus HiweiBhydrolysaten gewinnen lief. Durch die neue 
von Kapfhammer und Eck!) beschriebene ,, Reineckatmethode“ 
ist 1-Oxyprolin leicht und bequem zugiinglich geworden. 

Dakin?) hat als Erster festgestellt, daf& der phlorrhizin- 
diabetische Hund aus Prolin Zucker bilden kann; Dakin ver- 
wendete ein Priiparat, das zu */, aus racemischen und zu }/, 
aus optisch aktivem Prolin bestand. Da uns ein analysen- 
reines optisch aktives Prolin ([e]j° = — 84,9°) zur Verfiigung 
stand, wiederholten wir die Dakinschen Versuche; wir konnten 
sie bestitigen. Im Vordergrund unseres Interesses stand die 
Untersuchung des 1-Oxyprolin; es war mit grofer Wabhr- 
scheinlichkeit zu erwarten, dab auch l-Oxyprolin vom phlorrhizin- 
diabetischen Hund in Zucker verwandelt wird. Das Ergebnis 
unseres Stoffwechselversuches hat die Richtigkeit unserer Ver- 
mutung bewiesen. Danach ist also dem Zuckerbildner 1-Prolin 
jetzt das l-Oxyprolin an die Seite zu stellen. 


Versuchsteil. 
Die zahlenmaBigen Einzelheiten sind ohne weiteres aus dem 
labellenmaterial ersichtlich, wir verzichten daher an dieser Stelle auf 
Oy tag 
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ihre Wiedergabe. Den mannlichen Versuehshunden wurde das Phlorhi- 
zin in Sliger Suspension nach der von Coolen®) beschriebenen Methode 
subeutan eingespritzt. Die Hunde hungerten wihrend der ganzen Ver- 
suchsdauer, sie erhielten nur Wasser ad libitum. Der Harn wurde dure), 
Katheterisicren gewonnen; er wurde sofort danach mit Essigsiure an 
gesiiuert, vor der eigentlichen Bestimmung mit Kieselgur auf etwa 60 
erwirmt und dann filtriert. Den frischen Harn priiften wir fortwiithrend 
vergeblich auf Acetonkérper. Zur Stickstoffbestimmung bedienten wii 
uns der Kjeldahlmethode, den Zuckergehalt bestimmten wir einmal nac! 
Bertrand und dann auBerdem noch polarimetrisch im 2 dm-Rohr. Dic 
Ergebnisse der chemischen und _ physikalischen Zuckerbestimmung 
stimmten gut tiberein. In allen Fallen (Kjeldahl, Bertrand, Polari 
sation) wurden Doppelanalysen ausgefitthrt; bei den geringen ab und zu 
auftretenden Differenzen, die innerhalb der Fehlergrenze lagen, wurde 
der Mittelwert genommen. Der Extrazucker wurde nach dem von Lusk‘) 
angegebenen Verfahren berechnet. Diesen Berechnungen legten wir die 
Ergebnisse der Bertrandschen Zuckerbestimmung zugrunde. 


1-Oxyprolin. 

Das yon uns verwandte 1-Oxyprolin war analysenrein, seine 
optische Drehung in wiibriger Losung betrug [¢]j° = — 80,6°. 
Wir spritzten je 7,5 g subcutan, gelést in 40 ccm 0,5 °/,iger 
Kochsalzlésung. In 7,5 g Oxyprolin sind 0,80 g Stickstoff 
enthalten. 


























i _ | Harn Zucker in g 
Datum Ss N D:N 
am ecm . ; 
Bertrand  polarim. 
y fe >. ee lg — - — — Gew. d. Hundes 
10,1 kg 
i Eh. * fhe — - “= -— — 
is" | — Jabgrenz. — ie si _ sahie 
20. 1X. 7 J 1g 400 16,45 16,30 4,85 | 8,39 oe 
igh | — | 400 16,60 16,50 | 4,83 | 3,44 _ 
ot. IX. PF ibe 400 16,35 16,25 4,82 | 3,388 | 7,5¢ 1-Oxyproim 
=0,80gN Su 
i ft . 800 22,30 22,20 0,85 | 3,82 | 7,5g 1-Oxyproli 
=0,80g N sul 
3.7%. FP tte 800 19,65 19,50 5,05 | 3,89 — 
19" | — 400 15,45 15,20 4,56 | 3,39 — 
28, E39 400 13,20 13,10 3,90 | 8,88 | Gew. d. Hundes 
8,3 kg 









| Oxyprolin und |-Prolin als Zuekerbildner. 


Berechnung: Es stammen (5,85 — 080 =)5,05 ¢ N baw. 
5,05 — 0,86 =) 4,20 ¢ N aus KérpereiweiB. Durch Multi- 
plikation (5,05 X 3,39 bzw. 4,25 x 3,39) erhilt man die Zucker- 
menge, die aus KérpereiweiB gebildet wurde; sie betriigt also 
[7,12 baw. 14,41 g Zucker. Aus je 7,5 g l-Oxyprolin wurden 
22,35 — 17,12 =)5,23 baw. (19,65 — 14,41 =) 5,24 ¢ Zucker 


+ 


gebildet; aus 15 g l-Oxyprolin erhielten wir demnach 10,48 ¢ 
,Extrazucker“. Theoretisch kénnen bei Verwendung von 3 C- 


Atomen 10,30 g Zucker gebildet werden. 


l-Prolin. 


Das von uns verwandte |-Prolin war analysenrein, seine 


optische Drehung in waBriger Lésung betrug [¢]j° 


~ 
r 


= — 84,9°. 


Wir spritzten je 7,5 ¢ subcutan, gelést in 40 com 0,5 °/ iger 


Kochsalzlésung. 7,5 ¢ |-Prolin enthalten 0,91 g N. 


—s So ee ee oe ee ce 





| 
| 
| 











= Harn Zucker in g 
Datum 2 icici _ N D:N 
=a SN eem & ‘ 
a, Bertrand  polarim. 
at 
T N re j 1 og . ! ‘ = 
i 
t\ qh { yr fae pe par: 
19" — fabgrenz. - — _ 
iA. lg 800 mn = 
igh 300 11,70 11,60 3,74 | 3,13 
iA. TP ote 800 10,80 10,75 $.48 | 3,13 
19 _ si aa ia 
: x 7 1 cr hase = 
23° ~~ 900 49,70 19.58 13.84 83 60 
ae 2 oe LOO 3,54 3,30 1,13 | 3,13 
19* ; 8000 11,00 10.90 3,52 | 3,13 




















Hundes 


(sew. d. 


} 
( 
7,1 ke 


7,5 g 1-Prolin = 
0,91g N sube. 
7,5 g 1-Prolin = 
0,91 ¢N sube. 
Harnverhaltung 


Gew. d. Hundes 
D,4 kg 


7 


Berechnung:, Es stammen (18,84 — 1,82 =) 12,02¢ N aus 


\orpereiweiB. Dtrch Multiplikationen (12,02 x 


3,13) erhialt 


wan die Zuckermenge. die aus KérpereiweiB gebildet wurde; 
sie betriigt also 37,62 g. Aus 15 g 1-Prolin wurden demnach 


49,70 — 37,62 =) 12,08 g .Extrazucker gebildet. Theoretisch 
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kénnen bei Verwendung von 3C-Atomen 11,75 g Zucker 
bildet werden 

Das Ergebnis stimmt gut mit den Versuchen Dakins 
iiberein, der ein Prolin verwendete, das zu ?/, racemisiert un 
zu '/. optisch aktiv war. Dakin erhielt in seinem ersten 
Versuch am Phlorrhizinhund aus 10,2 ¢ Prolin 8 g Extrazucke 
und in seinem zweiten Versuch aus 10,08 g Prolin 7 g Exty 
zucker. Vergleicht man Dakins Ergebnisse mit unserem |) 
gebnis, so darf man daraus schlieSen, daB es fiir die Zucker- 
bildung gleichgiiltig ist, ob dem Organismus racemisches ode) 
optisch aktives 1-Prolin angeboten wird. 

Ringer, Frankel und Jonas®) diskutierten die #ra 
welche Zwischenstufen bei der Umwandlung des Prolin 
Glucose auftreten .kénnen. Sie nehmen an, dab nach di 
Ringspaltung und nach der Desaminierung Bernsteimsiinure e 
steht; die experimentellen Beweise fiir die Hntstehung de 
Bernsteinsiure aus Prolin stehen noch aus. Die Zucke.- 
bildung aus Bernsteinsiure ist bewiesen; denn Ringer, 
Krankel und Jonas erhielten im Phlorrhizinversuch am Hu 
aus 11,8 g Bernsteinsiure 5,15 ¢ bzw. 9,45 g Extrazucker: 
ersten Fall war die Bernsteinsiure oral, im zweiten Fall si 
cutan gegeben worden. Ob der Abbau des 1-Oxyprolin di 
gleichen Wege geht; wie sie Dakin vom Prolin annimmt, 
unbekannt. 


Schrifttum. 


1. J. Kapfhammer u. R. Eck, Diese Zs. Bd. 170, 8. 294 (1927). 
Dakin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 13, 8. 513 (1912/13). 

Coolen, Archives de Pharmacodynamie Bd. 1, 8. 267 (1895). 

Gr. Lusk, Science of nutrition 1923, S, 189. 

+. Ringer, Frankel u. Jonas, Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, 8. 526 (1925 
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Uber das vermeintliche Co-Enzym der Oxydoredukase. 


Von 


A. Lebedew. 


Aus dem wisseaschaftlichen Forschungzsinstitut fir Cuemie dor I, Moskauer Univarsitat.) 


(Der Redaktion zugegangea am 13. Oktober 1927.) 


In der Arbeit, die im Jahre 19127) verdffentlicht wurde, 
habe ich festgestellt, da& Hefemacerationssaft nach der Auto- 
lyse seine Higenschaft, Acetaldehyd zu reduzieren, verliert. 
Ich habe darum vorausgesetzt, daB analog der Zymase, Oxydo- 
redukase ein Co-Enzym, das bei Autolyse zerstért wird, hat. 
Seitdem haben sich Harden und Norris?), Meyerhof*) und 
Euler’), ohne Angabe meiner Arbeit, mit dieser Frage be- 
schiiftigt und sind ebenso zum Schlusse gekommen, daB Oxydo- 
redukase ein Co-Enzym hat und da es mdglicherweise mit 
der Co-Zymase identisch sei. Im Jahre 1921 gelang es mir, 
in einer sehr einfachen Weise die Oxydoredukase vom Zy- 
masekomplex zu trennen.®) In der Fortfiihrung dieser Arbeit 
habe ich mir die Frage gestellt, was bei der Autolyse mit der 
Oxydoredukase geschieht. Nachdem sich nun zeigte, daB sie 
dabei die Kigenschaft, Methylenblau auch nach Aldehydzusatz 
zu reduzieren, verliert, habe ich mich natiirlich weiter gefragt, 
ob sie dabei selbst oder nur ihr Co-Enzym, wenn sie wirklich 
ein solches hat, zugrunde geht. 

Die sorgfiltige experimentelle Bearbeitung dieser Frage 
hat mich zu dem SchluB gefiihrt, daB fiir Tatigkeit der Oxydo- 





1) Chem. Ber. Bd. 45, S. 3267 (1912). 
2) Biochem. JI. Bd. 8, S. 100 (1914); Bd. 9, S. 13330 (1915). 
*) Pfliigers Arch. Bd. 170, S. 367 (1918). 
‘) Diese Zs. Bd. 149, S. 44 (1925); Bd. 151, S. 155 (1926). 
5) Diese Zs. Bd. 156, S. 153 (1926). 
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redukase kein Co-Enzym ndétig ist, wie es aus folgendem klar 
zu sehen ist. 

HefepreBsaft, wie es schon von Hahn?) lingst festgestell: 
wurde, und ebenso Macerationssaft reduzieren Methylenblay 
zu seiner Leukoverbindung. Dasselbe tut auch der koagulierte 
Saft, wobei, wie bald in einer ausfiihrlichen Arbeit dargelegt 
wird, seine Wirksamkeit von der Temperatur, bei welcher die 
Koagulation vorgenommen wird, vollstiindig abhingig ist. So 
hat z. B. der frische Macerationssaft aus einer Trockenhefe in 
2 Stunden 5 Minuten 26 Tropten von n/20-Mbl-Lésung, nach 
der Koagulation bei 60° 16 Tropfen n/20-Mbl-Lisung ent- 
firbt. Da nun der gekochte Macerationssaft viel schwiiche: 
Mbl. reduziert, so ist es klar, daB der Hefesaft die oxydier- 
baren Stoffe enthalt, die durch Oxyodredukase in Anwesenheit 
von Mbl. oxydiert werden. Um von diesen Stoffen und ebenso 
von den Verbindungen, die Sulfhydril- und Disulfidgruppen 
enthalten, den Kochsaft zu befreien, hat man auf diese Weise 
verfahren, daB man ihn mit 1 Vol. 97°/,igem, mit Methylalkohol 
denaturiertem Alkohol versetzte, abfiltrierte, das Filtrat mit 
3 Vol. desselben Alkohols vermischte, den Niederschlag au! 
dem Biichnertrichter absaugte, und im Vakuumexsiccator 
austrocknen lie8. Wenn man auf diese Weise verfiihrt, so 
gelingt es fast immer, eine pulverige, schwach gelbliche Masse 
zu bekommen, die, in Wasser gelést, keine oder nur sehr schwache 
Wirkung weder allein, noch mit Zusatz der Oxydoredukase- 
ldsung auf Mbl. ausiibt. Man kann selbstverstindlich auch 
die Trockenhefe mit Wasser (38 Teile auf 1 Teil) vermischen, 
bis zum Sieden erwiirmen, auf dem Biiclitertrichter absaugen, 
den Riickstand auf dem Filter mit Hilfe von Porzellanpresse 
und PreBtuch abpressen, die abgepreBte Fliissigkeit zusammen 
mit dem Filtrat mischen, auskochen, wenn ndétig abfiltrieren, 
und weiter wie oben verfahren. Den von den oxydablen 
Stoffen befreiten Kochsaft werde ich weiter bedingungsweise, 
zum Unterschied von Kochsaft, als ,,Co-Enzym“ benennen. Das 
auf diese Weise erhaltene Priparat soll keine Reaktion aui 





') E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung, 
S. 341 (1903). 
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Sulfhydril- und Disulfidgruppen mit Nitroprussidnatrium }) 
geben. Der geléste Niederschlag von der ersten Fillung gibt 
eine Reaktion auf die Sulfhydril- und Disulfidgruppen. Das 
yom Alkohol befreite Filtrat von der zweiten Fillung (mit 
3 Vol. Alkohol) gibt besonders starke Reaktion auf die beiden 
Gruppen. 

Das auf diese Weise erhaltene ,Co-Knzym“ hat keine 
stimulierende oder sogar eine hemmende Wirkung auf die 
Oxydoredukase, gleichgiiltig ob sie aus Hefe nach meiner Me- 
thode oder aus Milch nach der Methode von Sbarski und 
Michlin?) dargestellt wurde. Auch der Zusatz des Koch- 
saftes, wenn man seine reduzierende Kraft beriicksichtigt 
bleibt erfolglos. Ich méchte hier einige aus zahlreichen Ver- 
suchen, die alle fast gleich verlaufen sind, anfiihren. 


Versuche mit Aceton- und Alkoholfallungen. 


Versuch 1. Man hat den Macerationssaft bei 60° ko- 
aguliert, abfiltriert, 50 ccm Filtrat mit 50 ccm Aceton gefillt, 
den Niederschlag mit Aceton + Wasser (1:1) gewaschen, im 
Vakuumexsiccator getrocknet und gepulvert. 6 Reagenzgliser 
von engem Diameter (etwa */, cm) wurden wie folgt gefillt: 


Nr. 1. Nr. 2. Nr. 3. 
i cem 2°/,ige Acetalde- 1 cem 2°/,ige Croton- 50 mg Enzympulver 
hydlésung aldehydlésung 0,3 ecm Pufferlés. 
0,3 cem Phosphatpuffer 0,3 eem Phosphatpuffer 1,2 cem Wasser 
(Pry 6,8) 0,2 ecm Wasser 


0.2 cem Wasser 
50 mg Enzympulver 


50 mg Enzympulver 


Nr. 4. Nr. 5. Nr. 6. 
Wie Nr.1, statt 0,2cem Wie Nr. 2, statt Wasser 1ccm Crotonaldehydlés. 
Wasser 0,2cem ,,Co- Co-Enzymlésung + 0,3 cem Pufferlés, 


+ 0,2 com Wasser 
+ 0,2cem Co-Enzym- 
lésunge 


rl) = os math 
Enzymlésung 


Alle Reagenzgliser wurden mit je 5 Tropfen Toluol ver- 
setzt, zugestop{t und in ein enges, mit Wasser gefiilltes Becher- 





—-———— 


1) A. Lebedew, Fermentforschung, Bd. 9, S. 79 (1926). 
*) Biochem. Zs. Bd. 155, 8. 485 (1925). 
i8* 
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glas, das in einem anderen bedeutend breiteren, ebenso mit 
Wasser gefiilltem Becherglase sich befand, zusammen mit 
dem Thermometer eingesetzt. Das breitere Becherglas stand 
auf einer dicken Asbestplatte, die von unten mit einem 
Bunsenbrenner vorsichtig erwarmt wurde. Temp. = 60° Ver- 
suchsdauer 2 Stunden 45 Minuten. n/100- und n/1000-MblL.- 
Loésungen. 








Nr Tropfenzahl’) Nr Tropfenzahl 
von n/100-Mbl. , von n/100 Mbl. 
6 4 D 
2 10 5 10 
3 0 6 1,5 











Man sieht, da der Zusatz des Co-EKnzyms keine stimu- 
lierende Wirkung auf die Oxydoredukase ausgeiibt hat. Wenn 
man die Tropfenzahl der Kontrolle abzieht, so bekommt man 
sogar eine Hemmung. 

Versuch 2. Macerationssaft wurde bei 60° koaguliert 
und nachdem abfiltriert. 20 ccm Filtrat wurden mit 20 ccm 
Alkohol gefallt, abfiltriert, das Filtrat wurde wieder mit 2 Vol. 
Alkohol gefillt, der Niederschlag auf dem Bichnertrichter 
mit Alkohol ausgewaschen, gut abgesaugt und mit 5 ccm 
Wasser fein zerrieben. Die Versuchsbedingungen waren wie 
im Versuch 1, 


/ 
i 


Versuchsdauer 21/, Stunden. Temp. war 55°. 


Nr. 1 2 3 4 4) 6 
Tropfenzahl 2 5 0 0 4 1,2 


Der Versuch gab dasselbe Ergebnis. Es sei bemerkt, 
daB ein groBer Unterschied zwischen Aceton und Alkohol- 
fallungen besteht. Die erste Acetonfillung (1:1) ist ein fester 
Korper, die zweite (2 Vol. Aceton auf 1 Vol. Filtrat) in frischem 
Zustande eine dicke, gelbliche Fliissigkeit. Die zweite Alkohol- 
faillung ist ein fester Kérper. Ausfiihrliches iiber die redu- 
zierenden Kigenschaften von verschiedenen Acetor- und Alkohol- 
fillungen wird spiiter berichtet.  ‘ 


) Anzahl der entfirbten Tropfen. 
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Versuche mit dialysierten Ammonsulfatlosungen. 


Diese Versuche sind wichtiger als die oben angefiihrten, 
da sie mit den dialysierten Enzymlésungen ausgefiihrt worden 
sind. Wenn ein Co-Enzym der Oxydoredukase wirklich exi- 
stierte, so sollte es bei der Dialyse zusammen mit Ammonium- 
sulfat herausdiffundieren, indessen stimulierten weder die ge- 
kochte Enzymliésung, noch ,,Co-Knzym*“ die dialysierten Oxydo- 
redukaselésungen. Ofters hat sogar beim Zusatz der letzt- 
genannten Substanzen eine merkliche Hemmung stattgefunden. 

Versuch 1. 35 ccm Macerationssaft wurden bei 60° 
koaguliert, abfiltriert und das Filtrat mit 21/, Vol. gesiittigter 
Ammonsulfatlésung gefallt. Der Niederschlag wurde abgenutscht, 
3—4mal mit gesittigter Ammonsulfatlosung -+- Wasser (2?/, : 1) 
ausgewaschen und in 5ccm Wasser gelést. Die Lésung wurde 
in Diffusionshilsen von Schleicher und Schill gegen Tag 
und Nacht flieBendes Leitungswasser unter reichlichem Zusatz 
von Toluol 84 Stunden dialysiert. Man sorgte dafiir, daB die 
obere Schicht sich immer unter Toluol befand. Versuchsdauer 
4Stunden. Temp.55°. 6 Reagenzgliser wurden wie folgt beschickt: 

Me. 1. Nr. 2. Nr. 3. 
0,5 cem Enzymlés. 0,5 cem Enzymlis. 0,5cem Enzymlds. 
0,3 cem Pufferlés. 1,0cem 2°/,ige Croton- 0,3 cem Pufferlés. 
1,2 cem Wasser aldehydlés, 1,0cem 2°/,ige Acetal- 
0,3cem Pufferlés.(py, 6,8)  aldehydlés. 
0,2 ecm Wasser 0,2cem Wasser 


Nr. 4. Nr. 5. Nr. 6. 
Wie Nr. 2, statt 0,2cem Wie Nr. 3, statt Wasser 1cem Crotonaldehydlés. 
Wasser 0,2cem Co- Co-Enzymlis. 0,3 ccm Pufferlés. 


Enzymlés. (10 mg 
Trockensubstanz). 


0,5 eem Wasser 

0,2 cem Co-Enzymlis. 
My. 7. 
Wie Nr. 2, statt 0,5 cem Enzymlésung 0,5 cem gekochte Enzymlésung. 





Tropfenzahl 


We. Tropfenzahl Ne. | 
n/100-Mbl. 


n/100-Mbl. 
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Versuch 2. 36 Stunden dialysierte Enzymlésung. Ko. 
agulationstemperatur 65°. 6 Reagenzgliser. Versuchstempera- 
tur 60°. Versuchsdauer 2 Stunden 40 Minuten. Zum Versuch; 
wurden n/100- und n/1000-Mbl.-Lésungen gebraucht. Fiillung: 


Nr. 1. Nr. 2. Nr. 3. 
0,2 cem. Enzymlés. 0,5 cem Crotonaldehyd- 0,5 cem Crotonaldehyd- 
0,3 cem Pufterlés. lisung ~* lésung 
0,7 cem Wasser 0,2 ecm Enzymlis. 0,2 cem Enzymlis. 
0,3 ecm Pufferlos. 0,3cem Pufferlés. 
0,2 cem Wasser 0,2 eem Co-Enzymlis. 


Nr. 4, 5 und 6 waren dhnlich den Nr. 1, 2 und 8 ge. 
fiillt, mit dem Unterschied, daB statt ungekochter gekocht 
Enzymlésung angewendet wurde. 





Nr Tropfenzahl Ny Tropfenzah] 
n/100 Mbl. n/100-Mbl. 
1 0,2 4 0 
2 4,2 5 0 
8 42 6 1,5 











Dieselbe Enzymlésung wurde weitere 24 Stunden dialy- 
siert, im ganzen also 60 Stunden. 7 Reagenzgliser. 6 Re- 
agenzgliser wurden wie oben gefillt, allerdings mit dem 
Unterschied, daB statt Co-Enzymlésung 5 mg trockenes Co- 
Enzympriparat zugesetzt wurde. Nr. 7 wurde wie Nr. 3 ge- 
fillt,, nur hat man statt 5 mg Co-Enzympriparat 0,2 ccm 
gekochte Enzymlésung zugesetzt. Versuchsdauer 1 Stunde. 
Temperatur 60°. 

















Nr. Sroptensaal Nr. Tropfenzahl 
n/100 Mbl. 
1 0 4 0 
2 6 5 2 n/1000-Mbl. 
3 6 6 1,5 n/100-Mbl. 
7 . > «# 


Man bemerkt, daB in diesem Versuch, ungeachtet, daB in- 
folge der lingeren Dialyse eine Vermehrung des Volumens 
stattgefunden, doch eine Steigerung der Keduktionskraft ein- 

\ 


1 
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getreten ist. Wahrscheinlich wurden dabei die hemmenden 
Stoffe entfernt. 

Versuch 3. Zu diesem Versuch wurde dieselbe Enzym- 
lésung wie im vorigen Versuch genommen, jedoch nach 
41/, Tagen der Dialyse. Da die dialysierte Lisung stark ver- 
diinnt worden ist (statt 2 ccm 4 ccm), so habe ich statt 


0,2 ccm 0,5 ccm gebraucht. 
5 Minuten. Temp. = 60°. 


Nr. 1. 
0,5ecem Enzymlis. 
0,2 eem Pufferlds. 
0,7eem Wasser 


Nr. 4. 
0,5ecm Enzymlos. 
0,2cem Pufferlés. 
0,5cem Wasser 
5 mg Co-Enzym 


Nr. 2. 
0,5cem Enzymlés. 
0,2ecem Pufferlds. 
0,5 cem Crotonaldehyd- 
lésung 


0.2 cem Wasser 


Nr. 5. 
0,5 eem Enzymlés. 
0,2cem Pufferlds. 
0,5ceem Crotonaldehyd- 
lésung 
0,2 cem gekochte En- 


zymlésung 


Versuchsdauer 2 Stunden und 
Die Fiillung war: 


Nr. 3. 
0,5 cem Crotonaldehyd- 
lésung 
0,2cem Pufferlés. 
0,5cem Enzymlis. 
5 mg Co-Enzym 


Nr. 6. 
0,5ccm Enzymlos. 
0,.2ccm Pufferlés. 
0,5cem Wasser 
0,2cem gekochte En- 
zymlésung 








Versuch 4, 
zymlésungen genommen. 


Tropfenzahl a 
n-100-Mbl. 


0 4 
5 5 
4 6 





Tropfenzahl 
n/100-Mbl. 





Man hat zwei verschiedene dialysierte En- 
Lésung A wurde 28 und 97 Stunden, 


Lisung B 38 und 107 Stunden dialysiert. Koagulations- 


temperatur 65°. 


Versuchstemperatur 60° Fiillung wie im 





Versuch 8, mit dem Unterschied, daB man statt 0,5 ccm En- 
zymlésung 0,2 com Enzymlésung, fiir Reagenzglaser 3 und 4 
statt Co-Enzympulver 0,2 cem gekochte Enzymlésung, fiir Nr. 5 
statt ungekochte gekochte Enzymlésung und fiir Nr. 6 statt 
Knzymlésung Wasser genommen. 



























Versuchsdauer 2 Stunden 35 Minuten. 


A. Lebedew, 


Loésung A. 





Dialysedauer 28 Stunden. 





Versuchsdauer 2 Stunden 15 Minuten. 


Tropfenzahl 
n/100-Mbl. 


oOo © 


CO 





Dieselbe Lésung. 





aun 
we 


Versuchsdauer 1'/, Stunden. 








6 


Lésung B. 











Tropfenzah! 
n /1 00-Mbl. 


0 
0 
0 


Dialysedauer 97 Stunden. 


Dialysedauer 38 Stunden. 





Tropfenzahl 
n/100-Mbl. 


0 
9 
10 





Dieselbe Enzymlésung. 


wurde 





Bei 


Nr. 





Tropfenzah] 
n/100-Mbl. 


QO 


der Fiillung der Reagenz- 
ee . *\ - a Nr 4 
gliser hat man eine Anderung gemacht, namlich zu Nr. 4 


statt gekochter Enzymlijsung Co-Enzym 


zugesetzt, 


auBerdem wurde noch ein Reagenzglas Nr. 7 genommen und 


folgenderma8en gefiillt: 


10 mg Co-Enzym + 0,5 ccm Croton- 


aldehydlésung + 0,2 com Wasser + 0,3 ccm Pufferlésung. Di- 
alysedauer 107 Stunden. Versuchsdauer 4 Stunden 10 Minuten. 





Nr. 


oe 


te bo 





Tropfenzahl 
n/100-Mbl. 











Tropfenzahl 


8 n/100-Mbl.») 
8 n/1000-Mbl. 
0 ” 

2 n/100-MbI. 


') Man hat versehentlich statt Wasser Crotonaldehydlés. zugesctzt. 











In 2 Stunden 380 Minuten 
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wurden entsprechend entfirbt: 





Nr. 





Tropfenzahl 


n/100-Mb 





Nr. 





Tropfenzahl 


7 n/100-Mbl. 
3 n/1000-Mbl. 
0 n/100-Mbl. 


? 


bo 


In diesem Falle, obwohl die Lésung nach der Dialyse 
bedeutend verdiinnter geworden ist, blieb die Wirkung der 
Oxydoredukase fast unveriindert. Bei dieser Gelegenheit méchte 
ich betonen, daB die mit Ammonsulfatfallung und Dialyse ge- 


reinigten Enzymliésungen keine Nitroprussidreaktion auf Sulf- 


hydril- und Disulfidgruppe geben. 


Versuch 5B. 


Koagulationstemperatur 65°. Versuchsdauer 


i Stunde. Temp. = 60° 5 Reagenzgliiser. Dialysedauer 8'/, Tage. 


Fillung: 


Nr. 


0,2 cem Enzymlis. 


Nr. 2. 


0,2 cem Enzymlés. 


0,5 eem Crotonaldehyd- 0,2 cem Pufferlés. 
0,7 cem Wasser 


lésung 


0,2 eem Pufferlés. 
0,2 cem Wasser 


0,2 cem gekochte Enzymlos. 


0,2 ecm Pufferlés. 


0,2 cem Enzymlos. 


0,5 cem Wasser 


Nr. 3. 
0,2cem Enzymlis. 
0.2 eem Pufferlis, 
0,2cem gekochte En- 
zymlésung 
0,5 eem Crotonaldehyd- 
lésung 


Nr. 5. 


0,2 eem gekochte Enzymlis. 
0,2 eem Putfterlés. 

0,5 eem Crotonaldehydlés. 
0,2 eem Wasser 





Nr. 


3 





Tropfenzahl 
n/100-Mbl. 


1 
0 
0 





Nr. 


Tropfenzahl 
n/100-Mbl. 


0 
0 





Die Enzymlésung war schwach aktiv; der Zusatz der ge- 
kochten Enzymlésung hat vielmehr eine hemmende Wirkung 


ausgeiibt. 
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Versuch 6. Der Macerationssaft mit Zuckerzusatz giirte 
nicht. Koagulationstemperatur 65°, 1lccm Filtrat entfarbte 
in 1 Stunde 50 Minuten 30 Tropfen n/100-Mbl. Nach der Dialyse 
der Ammoniumsulfatfallung (92 Stunden) das Ergebnis war 
(Fiillung wie oben): 





Nr. si. samgaeeomy Nr. Tropfenzah] 
n/100-Mbl. 

1 4 4 0 n/100 Mbl. 

2 0 5 8 n/1000 Mbl. 

3 3 











Versuchsdauer 1 Stunde 50 Minuten. Temp. = 60°. 





Dieselbe Enzymlésung nach achttiigiger Dialyse: 


Nr Tropfenzahl Nr Tropfenzahl 
n/100-Mbl. n/100-Mbl. 
1 0 4 1 
2 3 D 0 
8 2.3 











Fiillung wie im Versuch 4 (Nr. 1, 2, 8, 5 und 6). Ver-. 
suchsdauer 55 Minuten. Im Laufe der weiteren 115 Minuten 
blieben alle Reagenzgliiser bliulich gefirbt. 

Versuch 7. Man hat den Macerationssaft mit gute: 
Garkraft genommen, der nach der Koagulation bei 65° und 
Abfiltrieren das Filtrat gab, dessen 1 ccm in 2 Stunden 25 Mi- 
nuten 50 Tropfen n/100-Mbl. entfirbt hat. Die 30 Stunden 
dialysierte Ammonsulfatfillung aus 65 ccm Filtrat gab in f[ 
2 Stunden 55 Minuten bei 60° die folgenden Zahlen: 





Nr. Tropfenzahl Nr. Troptenzahl 
n/100-Mb!. n/1000-Mbl. 
1 10 4 2 
2 0 4) 6 
3 10 











Die Fiillung der Reagenzgliser war wie in Versuch 5. 
Dieselbe Enzymlésung nach der 48stiindigen Dialyse. 
Versuchsdauer 2 Stunden 10 Minuten. Temp. = 60°. 
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Nr Tropfenzahl ie Tropfenzahl 
we n/100-Mbl. n/1000-Mbl. 
1 3 4 4 


0 § 1 
3 3 











Dieselbe Enzymlésung nach der 96stiindigen Dialyse. 
Versuchsdauer 2 Stunden 10 Minuten. Temp. = 60°. 





Wr. Tropfenzahl Me. Tropfen zahl 
n/100-Mbl. n/1000-Mbl. 
1 5 4 0 
2 0 5 6 
3 6,5 











3 


Bei der Beurteilung der erhaltenen Zahlen muB man im 
Auge behalten, daB die Enzymlisung schon nach der 36 stiindigen 
Dialyse im Mittel 11/,—2mal verdiinnt wird. Mégen einige 
Beispiele das veranschaulichen. 

1. Man hat 105 com Macerationssaft bei 65° koaguliert 
und abfiltriert. 85 ccm Filtrat wurden mit 2!/, Vol. gesittigter 
Ammonsulfatlésung gefallt, auf dem Biichnertrichter aus- 
gewaschen, gut abgesaugt und in 6 ccm Wasser gelist. */, ccm 
wurde zum Versuch gebraucht. Nach 181/,stiindiger Dialyse 
sind aus 51/, ccm 9'/, com geworden. Man hat davon 2 ccm 
zum Versuch verbraucht. Nach der weiteren 17'/,stiindigen 
Dialyse sind aus 71/, ccm 81/, com geworden; im ganzen also 
ist die Lésung in 36 Stunden zweimal verdiinnt worden. 

2ccm 60 Stunden dialysierte Lésung wurden noch 48 Stun- 
den dialysiert; es sind aus 2 ccm 4 ccm geworden. 

2. 20 cem Filtrat vom koagulierten Saft habe ich mit 
Ammoniumsulfat wie iiblich gefallt, abfiltriert, gewaschen und 
in 6cem Wasser gelést. Nach der 36stiindigen Dialyse sind 
aus 6 cem 9 ccm geworden. 

3. Die Ammoniumsulfatfillung, die aus 120 ccm Mace- 
rationssaft erhalten wurde, wurde in 7 ccm Wasser geldst; 
nach der 36stiindigen Dialyse sind aus 7 ccm 14 ccm geworden. 


tf 
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Aus dem Versuch 7 sehen wir auBerdem, daB nach lin- 
gerer Dialyse, in diesem Falle 96 Stunden statt 48 Stunden, 
die Aktivitiit der Lisung sich sogar erhéhen kann, offenbar 
infolge des Entfernens der hemmenden Stoffe. 

Versuch 8. Koagulationstemperatur 65°. Dialysedauer 
36 Stunden. Temp. = 60°. Versuchsdauer 2 Stunden 20 Mi- 























Dieselbe Lésung nach der 72stiindigen 


dauer 1 Stunde 55 Minuten. 


Temp. = 60°. 


nuten. Fiillung der Reagenzgliser: 
Nr. 1. Nr. 2. 
0,5 cem Crotonaldehydlés. 0,7 com Wasser 
0,2 cem Putferlés. 0,2 cem Pufferlés. 
0,2 cem Enzymlis. 0,2 cem Enzymlds. 
0,2 5em Wasser. 
Nr. 8. Nr. 4. 
0,5 cem Crotonaldehydlés. 0,5 eem Crotonaldehydlés. 
0,2 eem Pufferlés. 0,2 ccm Patferlés. 
0,2 cem Enzymlés. 0,2 cem gekochte Enzymlis. 
0,2 eem gekochte Enzymldis. 0,2 eem Wasser 
. ‘optenzal ’ ‘ 
Nr. chi waaay Nr. Tropfenzah] 
n/100 Mbl. 
1 7 3 7 n/100-Mbl. 
2 0 4 11 n/1000-Mbi. 


Dialyse. Versuchs- 





, Tropfenzahl . Tropfenzahl 
Nr. Nr. 
sa n/100 Mbl. = n/100-Mbl. 
1 8 3 
2 0 4 





Man hat weiter die Versuche angestellt, um die Wirkung 








der Dialyse auf bei 65° geronnenen und abfiltrierten Macerations- 
saft zu studieren. Von diesen Versuchen, die alle das gleiche 
Ergebnis gaben, michte ich hier drei anfiihren. 


Dialyseversuche mit dem bei 65° koagulierten 
Macerationssaft. 


Versuch 1. 10ccm Filtrat wurden 67 Stunden dialysiert. 
Temp. = 60°. 
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Nr. 1 Nr. 2. 
1 cem dialysiertes Filtrat 1 cem dialysiertes Filtrat 

0,5 eem Crotonaldehydlésung 0,5 ccm Crotonaldehydlésung 

0,2 cem Pufferlésung 0.2 cem Pufferlésung 

5,0 mg ,,Co-Enzym“ 

Im Verlaufe von mehreren Stunden blieben die beiden 
Reagenzgliser, zu welchen man vom Anfang ab je 1 Tropfen 
n/100-Mbl.-Lésung zugefiigt hat, blau. 

Versuch 2. Dialysedauer 48 Stunden. 1 ccm Filtrat 
vor der Dialyse hat in 2 Stunden 50 Minuten 45 Tropfen n/100- 
Mbl.-Lésung entfairbt. 1 ccm dialysiertes Filtrat hat in 2 Stun- 
den 20 Minuten nur 2 Tropfen entfairbt. Das Filtrat wurde 
weiter 18 Stunden dialysiert. Versuchsdauer bei 60° 3 Stunden. 


Nr. 1. Nr. 2. 
1 cem Filtrat 1 cem Filtrat 
0,5 cem Wasser 0,5 ecm Crotonaldehydlésung 

Zu beiden Reagenzglisern hat man je 1 Tropfen n/100- 
Mbl.-Lésung zugesetzt. Nr. 1 ist blau geblieben, in Nr. 2 nur 
1 Tropfen entfarbt wurde. 

Versuch 38. Das Filtrat wurde 43,5 Stunden dialysiert. 
Versuchsdauer bei 60° 1 Stunde 5 Minuten. 


Nr. 1. Nr. 2. Nr. 3. 
0,5cem Filtrat 0,5cem Filtrat 0,5 cem Crotonaldehyd- 
0.5eem Crotonaldehyd- 02cem Pufferlésung lésung 

losung 0,5eem Crotonaldehyd- 95 ccm Co-Enzymlsg. 
0,2eem Pufferlésung lésung 0,2 eem Pufferlosung 


0.5 cem Wasser 0,5 eem Co-Enzymlsg. 0,3 cem Wasser 














: ‘Tropfenzahl ™ Tropfenzahl a Tropfenzahl 
me n/100-Mbl. se n/100-Mbl. il n/100-Mbl. 
1 4 2 4 | 3 3 














Das urspriingliche Filtrat hat bei 35° in 1 Stunde 
20 Minuten 16 Tropfen n/100-Mbl.-Lésung entfarbt. 

Man sieht, alle Versuche sprechen iibereinstimmend dafiir, 
da8 fiir die Wirkung der Hefeoxydoredukase kein Co-Enzym, 
wenn man mit diesem Wort einen spezifischen, dialysablen und 
thermostabilen Katalysator bezeichnet, nétig ist und daB das 
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Hardensche Co-Enzym der Zymase nichts zu tun mit dem 
vermeintlichen Co-Enzym der Oxydoredukase hat, daB also dic 
Dismutation, entgegen der Annahme von Myrbick und 
Jacobi’), ohne Teilnahme des Co-Enzyms verliuft. Nachdem 
nun diese Tatsache endgiiltig festgestellt wurde, habe ich 
mir natiirlich die Frage gestellt, wie die Autolyse auf die 
Oxydoredukase wirkt. Der PreB- und Macerationssaft ver- 
lieren bekanntlich im Laufe der Autolyse ziemlich rasch ihre 
Girfihigkeit, méglicherweise infolge der Zerstérung von Oxydo- 
redukase. Mit dieser Frage habe ich mich schon friher 
gelegentlich beschiftigt.2) Damals bin ich zum Schlusse ge- 
kommen, daB Hefeoxydoredukase bei der Autolyse unver- 
aindert bleibt. Die Autolyse dauerte bei etwa 15° 8 Tage, 
dieses Mal habe ich die Autolyse im Thermostaten bei 35° 
durchgefiihrt. Es zeigte sich erstens, da& das Reduktions- 
vermégen des Saftes mit der Zeit abnimmt, bis es fast ganz 
erlischt; zweitens, was besonders wichtig ist, daB es beim 
Zusatz des Kochsaftes bzw. Co-Enzyms nicht regeneriert werden 
kann. Dieser Umstand hat ebenso eine groBe Bedeutung fiir 
die Darstellung der Oxydoredukaselésung nach meiner Methode, 
bei der eine vorliufige Koagulation vorgenommen wird. Nun 
stellte sich heraus, daB die Koagulationstemperatur fiir die Wirk- 
samkeit und Haltbarkeit der Oxydoredukaselésung nicht gleichi- 
giiltig ist, da das Ferment bei zu hoher Temperatur geschiadigt 
wird, wenn aber die Temperatur zu niedrig ist, so bleibt das 






































Gerinnungs 
35 40 | 45 | 50 5D 60 | 65 | 7 75 | 80 
51 | 48 | 43 | 40 | 48 | 28 | 19 | 14 | at | 121 
30 | 40 | 85 35 35 “| 28 20 17 18 12 
10 | 10 | 10 | 10 10 10 16 17 14 10 
5 4 4 t | «# 5 | 5 11 18 g 
2 | 2 2 | 2 2 2 | 8 1 | 6 
ci a 1 | 1 1 1 1 3 8 4 





1) Diese Zs. Bd. 161, S. 245 (1926). *) a. a. 0. S. 81. 
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proteolytische Ferment, héchstwahrscheinlich die Endotryptase, 
intakt in der Lésung, in welcher sie ihre zerstérende Wirkung 
auf die Oxydoredukase entfalten kann. 

Versuch. Macerationssaft wurde bei 35°, 40°, 45°, 50°, 
55°, 60°, 65°, 70°, 75°, 80°, 85°, 90°, 100° koaguliert. Die 
Methodik der Koagulation wurde schon oben beschrieben. Man 
achtete darauf, daB die Temperatur der fuferen Fliissigkeit, 
wo es méglich war, die Temperatur der inneren (in Reagenz- 
olisern) nicht mehr als um 10° iiberstieg, Fiir den Versuch 
hat man 14 Reagenzgliser genommen und mit je 10 ccm 
Kiltrat + 20 Tropfen Toluol gefillt und zugestopft. Die 
Autolyse wurde im Thermostaten bei 85° durchgefiihrt. 

Diese Tabelle bringt in sehr anschaulicher Weise die 
Wirkung der Autolye vor Augen. Ihre Zahlen sind eigentlich 
die Summanden der zwei ganz verschiedenen Faktoren, nim- 
lich 1. der zunehmenden ,Abschwichung der Oxydoredukase, 
2. der zunehmenden Abschwiichung des die Oxydoredukase 
zerstérenden Enzyms, sehr wahrscheinlich der Endotryptase.') 
Nur bei dieser Voraussetzung ist verstiindlich, daB das Filtrat 
des bei 75° gewonnenen Macerationssaftes am widerstands- 
fihigsten gegeniiber der Autolyse war, da es nach 38 Stunden 
Autolyse noch imstande war, 8 Tropfen n/100-Mbl-Lésung zu 
entfiirben. Schon bei 70° wird die Endotryptasewirkung 
bedeutend abgeschwicht, was besonders nach 20 Stunden 
Autolyse vors Auge tritt. Bei 60° wird auch die Oxydo- 











emperatur Dialyse- | Versuchs- 

sea | dauer dauer 

90 95 100° (Stdn.) (Min.) 

ig 2 1 | ‘Tropfenzahl n/100-Mbl. 0 120 

| 4 3 3? ” 9 4 120 

7 1 . ey ee 12. 210 

2 2 0 a oy oa 20 180 

2 1 0 “ ae ae 28 120 

2 1 0 2 2 he 38 120 

















) Diese Frage wird von mir gesondert untersucht. 
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redukase ziemlich abgeschwicht. Jedenfalls ist die Oxydo- 
redukase widerstandsfahiger als man hat behaupten kénnen, 
da ihre Wirksamkeit nach 4stiindiger Autolyse bei 35° fast 
unveriindert geblieben ist. Die altbekannte Tatsache, daf dic 
‘ Girkraft des PreB- und Macerationssaftes mit der Zeit ab. 
nimmt und schlieBlich zum Stillstand kommt, steht, wie es 
mir scheint, in engem Zusammenhang mit der Vernichtung 
der Oxydoredukase infolge der autolytischen Prozesse. Die 
weiteren von mir angefangenen Versuche werden méglicher- 
weise Klarheit in dieses bis jetzt dunkle und verwickelte 
Gebiet bringen. Man darf sich jedenfalls fragen, was bei der 
Autolyse gelitten hat: das Enzym oder sein vermeintliches 
Co-Enzym? Die obigen Versuche sprechen zur Geniige daifiir, 
daB die Oxydoredukase selbst gelitten hat. Auch die direkten 
Versuche mit autolysiertem Saft sprechen ebenso dafiir. 

Versuch. Man hat den bei 65° geronnenen, 28 und 
38 Stunden dialysierten Saft genommen. 16 Reagenzgliser. 
Kochsaft und ,,Co-Enzym“ wurden aus dem frischen und sehr 
aktiven Macerationssaft zubereitet. Versuchsdauer 2 Stunden. 
Temp. 60°. Fiillung: 


Nr. 1 und 2. Nr. 3 und 4. 
Je leem dial. Saft (38 Stdn.) Je 1cem Saft (28 Stdn.) 
0,3 cem Pufferlésung (py, = 6,8) ,, 0,3 cem Pufferlésung 
50,2 cem Wasser ,, 9,2 cem Wasser 


Nr. 5 und 6, Nr. 7 und 8, 
Je 1eem Saft (88 Stdn.) Je 1eem Saft (28 Stdn.) 


0,3 eem Pufferlésung 
0,2 cem Kochsaft 


Nr. 9 und 10. 
Je ieem Saft (38 Stdn.) 
0,3 ecm Pufferlésung 
5 50mg ,,Co-Enzym“ 


Nr. 13 und 14. 
Je lLeem Wasser 
» 0,3 cem Pufferlésung 
», 0,2 cem Kochsaft 


9,3 eem Pufferlésung 
,» 0,2 eem Kochsaft 


Nr. 11 und 12. 
Je lecm Saft (28 Stdn.) 
0,3 cem Pufferlésung 
5 00mg ,,Co-Enzym“ 


Nr. 15 und 16. 
Je 1eem Wasser 
, 0,3 cem Putferlésung 
» 50mg ,,Co-Enzym“ 
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Ne Tropfenzahl Nr. Tropfenzabl Nr Tropfenzahi 
“" f n/100-MbI. n/100-Mbl. ae n/100-MbI. 

l T 6 | 12 2 

2 1 8 6 13 i 

3 2 ) 2 14 t 

4 2 10 2 lo I 

) > 11 ) 16 i 

6 4 








Nach dem Abzug der Kontrollzahlen bekommt man 





28 Stdn. Autolyse | 88 Stdn. Autolyse 











Ohne Kochsaft- u. Co-Enzym- 2 2 1 i 
zusatz . | 

Mit Kochsaftzusatz . . . . 2 2 1 0 
, . ‘ 

Mit Co-Enzymzusatz .. . 2 1 1 1 
i 


Die bis jetzt ausgefiihrten und noch nicht abgeschlossenen 
Versuche haben gezeigt, da die durch Ammonsulfatfaillung 
und Dialyse gereinigte Oxydoredukaselisung viel resistenter 
gegen die Autolyse ist, dab also die Endotryptase gar nicht 
oder nur zum kleinen Teil mitgefaillt wird. Ich bin auch 
mit der Untersuchung der mit Ammonsulfat fillbaren Enzyme 
des Macerationssaftes beschiitigt. Nach den Ergebnissen der 
Versuche iiber Autolyse des bei verschiedenen Temperaturen 
geronnenen Macerationssaftes muB man zum Schlusse kommen, 
dab Hefeoxydoredukase von Eiweibnatur ist oder wenigstens, 
daB sie die EKiweibstoffe als Triiger beniitzt. 

Zwei Ursachen kénnen also bei der Autolyse die Giir- 
unwirksamkeit des Hefesaftes herbeifiihren: 1. Die Zerstérung 
der Hefeoxydoredukase durch proteolytische Fermente und 
2. die Zerstérung des Co-Knzyms der Zymase durch Lipase 
(Buchner und Haehn).') Es folgt daraus, daB das Hardensche 





1) Biochem. Zs. Bd. 19, S. 191 (1909); Bd. 26, S. 171 (1910); Bd. 27, 
S. 418 (1910); Haehn u. Schifferdecker, a.a.O. Bd. 138, 5. 209 (1923). 
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Co-Enzym im ersten Stadium des Zuckerzerfalls teilnimmt 
und daB Oxydoredukase nur spiter, ohne Teilnahme irgend- 
eines Co-Enzyms ins Spiel tritt. Man sieht also, daB auf reiy 
experimentellem Wege eine geniigende Klarheit iiber die Rolie 
des Co-Enzyms in der alkoholischen Girung geschaffen ist. 

Ks sei bemerkt, da bei der Fillung des Kochsaftes mi) 
21/, Vol. gesittigter Ammonsulfatlésung kein merkbarer Niede:- 
schlag und nur eine ganz unbedeutende Triibung, die durch 
einfache Filtration nicht beseitigt werden kann,  entstelit. 
Schon dieser Umstand allein spricht ganz und gar gegen di, 
Existenz des faillbaren Co-Enzyms der Oxydoredukase. Was 
man bis jetzt als ihr Co-Knzym betrachtete, ist bloB ein 
Gemisch von oxydablen Stoffen (Aldehyde, Purinkérper?) usw.’, 
die durch zweimalige Alkoholfallung zum gréBten Teil entfernt 
werden kénnen. Der letzte Umstand wurde schon von Meyer- 
lof’) in seiner interessanten Arbeit iber die Atmung getéteter 
Zellen bemerkt, aber nicht richtig gedeutet. Diese Stofie 
sind doch kein Co-Enzym, sondern das Substrat, auf welclies 
die Oxydoredukase, ebenso wie auf kiinstlich zugesetzte Aldehyde 
und Purinbasen (Xanthin, Hypoxanthin) einwirkt. Man sieht 
also, daB der geheimnisvolle ,Atmungskérper“ von Meyerhot 
sich als ein Gemisch von oben erwihnten oxydablen Stoften mit 
den Verbindungen, die Sulfhydril- und Disulfidgruppen ent- 
halten, entpuppte. 

Nachdem nun festgestellt wurde, da Oxydoredukase zu 
ihrer Wirkung keines Co-Enzyms bediirftig ist, habe ich ihn 


a 


liche Versuche mit Oxydoredukase aus Milch, also mit de. 
animalischen Oxydoredukase ausgefiihrt, von welchen hier einige 
wiedergegeben selen. 

Versuch 1. Fiir diesen und weitere Versuche habe ici: 


1) Die Annahme von Euleru. Myrbick (Diese Zs. Bd. 139, 8. 15), 
da8 das Co-Enzym zur Synthese von Zuckerphosphorsiureester not- 


wendig sei, ist von ihnen noch nicht einwandfrei bewiesen. 

: 2) Nach den noch nicht veréffertlichten Versuchen wird Xanthin 
durch die nach meiner Methode gereinigte Oxydoredukase in Anwesen- 
heit von Mbl. oxydiert. 

3) a. a. O. S. 888 und 407. 
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die mir von Sbarski und Michlin freundlichst iiberlassene}), 
nach eigener Methode”) aus Milch dargestellte Oxydoredukase- 


lésung 
wirksa 
4 


0,1 c¢em 
0,2 cem 
0,3 cem 
0,5 com 


0,2 cem 
0,1 eem 
0,3 cem 
0,5 ccm 


verwandt. Sie enthielt keine Peroxydase und war sehr 
m. 
Reagenzgliser wurden auf folgende Weise gefillt: 
Nr. 1. Nr. 2. 
Enzymlésung 0,1 cem Enzymlésung 
Wasser 0,2 cem konz. Co-Enzymliésung 
Pufferlésung 0,3 cem Pufferlésung 
2°/,ige Crotonaldehydisg. 0,5 cem Crotonaldehydlésung 
Nr. 3. Nr. 4. 
konz. Co-Enzymlésung 0,1 cem gekochte Enzymlsg. 
Wasser 0,3 ccm Pufferlésung 
Pufferlésung | 0,5 cem Crotonaldehydlésung 
Crotonaldehydlésung 0,2 com Wasser 


Versuchsdauer 1 Stunde 35 Minuten. Temp. = 60°. 





Nr. sce darcy Ne. Tropfenzahl 
n/100-Mbl. n/100-Mbl, 
1 12 3 2 
2 15 4 2 











Man sieht, da der Zusatz des Co-EKnzyms, das aus der 
aktiven Trockenhefe dargestellt wurde, keine merkliche Wirkung 
auf Milchoxydoredukase ausgeiibt hat, da man, nach dem Ab- 


mZiehen 


der Kontrollzahlen, fiir Nr.1 10 und fiir Nr.2 11 Tropfen 


n/i0U-Methylenblaulésung bekommt. 


V 
Nr. 1 


LH, 
- 
n 


~ 
a 


‘) 


ersuch 2. Man hat 8 Reagenzgliser wie folgt gefillt: 
0,1 cem Enzymlésung + 0,3 ccm Wasser + 0,3 ecm Pufferlésung 
+ 0,6 cem Crotonaldehydlésung. 
0,1 cem Enzymlésung + 0,2 cem Wasser + 0,3 eem Puafierlésung 
+ 0,6 ecm Crotonaldehydlésung + 0,i cem Co-Enzymliésung. 
0,2 cem Enzymlisung + 0,2 cem Wasser + 0,3 eem Puitferlésung 
+ 0,6 ecm Crotonaldehydlésung. 

0,2 cem Enzymlésung + 0,2 ecm Co-Enzymlésung + 0,3 cem luffer- 
lésung + 0,6 cem Crotonaldehydlésung. 

0,1 cem gekochte Enzymlésung + 0,3 cem Wasser + 0,3 ecm 
Pufferlésung + 0,6 cem Crotonaldehydlésung. 


Fiir die Uberreichung der Oxydoredukaselésung bin ich den 


genannten Herren zu groBem Dank verpflichtet. 


5 


A, a. QO. 
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Nr. 6 0,2 cem gekochte Enzymlésung + 0,2 cem Wasser + 0,3 cem 
Pafferlésung + 0,6 cem Crotonaldehydlésung. 

Nr. 7 0,1 cem Co-Enzymlésung + 0,3 cem Wasser + 0,3 ecm Puffer- 
lésung + 0,6 cem Crotonaldehydlésung. 

Nr. 8 0,2 ecem Co-Enzymlésung + 0,2 ecm Wasser + 0,3 ccm Puffer- 
lésung + 0,6 ccm Crotonaldehydlésung. 




















x Tropfenzahl N Tropfenzahl 
Nr. Nr. 
nach 75 Minuten nach 75 Minuten 
1 8 n/100-Mbl. 5 1 n/100-Mbl. 
2 7 " 6 2 ‘s 
3 ae 7 * ~& 
4 19 r 8 1 ss 
. Tropfenzahl : Tropfenzabl 
Nr. i Nr. ; 
nach 120 Minuten nach 120 Minuten 
1 9 n/100-Mbl. 5 1 n/100-Mbl. L 
2 7 ki 6 ae 
3 17 r - « 
4 19 : 8 1 ? 











Zieht man nun von den Versuchszahlen die Kontroll- 
zahlen ab. so bekommt man: 





a Nach Nach 
75 Minuten 120 Minuten 
H Ohne Co-lnzyinzusatz 7 8 
2 Mit - 6 6 
3 Ohne ss 15 14 
4 Mit . 15 15 











Wir haben also dasselbe Ergebnis wie im Versuch 1 er- 
erhalten. 

Versuch 3. Diesen Versuch hat man mit dialysierter 
und nicht dialysierter Milchoxydoredukaselésung ausgefiihrt. 
4 ccm urspriingliche Oxydoredukaselésung hat man 8 Tage 


dialysiert. Es wurden nach der Dialyse 7,4 cem erhalten. Bei 
der Fiillung der Reagenzgliser hat man, entsprechend der 
Verdiinnung, statt 0,1 cem und 0,2 ccm 0,185 und 0,370 ccm 
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al 


dialysierter Liésung genommen. Die Menge des zugesetzten 
Wassers wurde entsprechend vermindert.. Die Reagenzgliiser, 
welchen die undialysierte Lésung zugesetzt wurde, sind mit A, 
die die dialysierte Lésung enthielten, mit B bezeichnet. Ver- 
suchsdauer 2,5 Stunden. Temp. = 60° Die Menge der zu- 
vesetzten Puffer- und Crotonaldehydlésungen war wie im Ver- 
such 2, 

Nr. 1 0,1 ccm Enzymlésung + 0,3 eem Wasser -- .. . 

» 2 0.1 eem i. + 0,1 eem Co-Enzymlésung + 

, 3 0,1 eem Co-Enzymlésung + 0,3 cem Wasser + 

0,2 ecm Enzymlésung + 0,2 eem Wasser +... 

5» 9 0,2 ccm ‘i + 0,2 cem Ci-Enzymlésung + 

0,2 cem Co-Enzymlésung + 2 eem Wasser + 


0,2 cem "5 n + 0,2 cem ws > 
0,1 eem = 5 + 0,1 eem Co-Enzymlésung +.. 
0,2 cem 9 » + 0,2 cem - +. 


”? 


4 
a) 
6 
. 7 0,1 cem gekochte Enzymlésung + 0,3 ecm Wasser -+ 
8 
9 
, 10 


A. Undialysierte Liésung. 








Nr. 1 2 . 3 5 6 7 8 9 10 
Ls megmal A a as a a a a a a 
n/100-Mbl. 


B. Dialysierte Lésung. 








Nr 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
lropfenzahl 6 8 Ls 12 15 a 0 1 0 
n/100-Mbl. 


Nach dem Abziehen der Kontrollzahlen erhilt man: 











Nr. Undialysiert Dialysiert 
1 Ohne Co-Enzymzusatz 5 Tropfen 6 Tropfen 
2 Mit in S. » : a 

Ohne in © 2 4 
Mit , im « 14 











Da nun die dialysierte Liésung, infolge der Entfernung 
der hemmenden Stoffe, noch etwas wirksamer als die nicht 
dialysierte war, so darf man einer kleinen Steigerung der 
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Wirksamkeit beim Co-Enzymzusatz keine besondere Bedeutung 
beimessen, vielmehr ist sie durch die stabilisierende EKinwirkung 
der zugesetzten Kolloide bedingt. 

Alle Versuche sprechen also tibereinstimmend aus, daB auch 
die animalische Oxydoredukase ohne Mitwirkung des Co-Enzyms 
arbeitet. Sie ist jedoch, woriiber in der nichsten Zeit von 
mir berichtet wird, mit der vegetabilischen Hefeoxydoredukase 
in manchen Beziehungen nicht identisch. 

Bei der Ausfiihrung dieser Arbeit war mir Frl. Dikanowa 
sehr behilflich, wofiir ich ihr an dieser Stelle bestens danke. 
Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 


1. Die Versuche mit Aceton-, Alkohol- und Ammonium- 
sulfatfiillungen haben gezeigt, daB fiir die Wirkung der Hefe- 
oxydoredukase kein Co-Enzym nétig ist. Was man bis jetzt 
fiir Co-Enzym der Oxydoredukase gehalten hat, ist bloB ein 
Gemisch von oxydablen Stoffen, in Anwesenheit der geeigneten 
Acceptoren. 

2. Durch die geeignete Behandlung des Kochsaftes mit 
Alkohol kann man die oxydablen Stoffe fast ganz entfernen. 

3. Dialysierversuche mit bei 65° geronnenem und ab- 
filtriertem Macerationssaft haben gezeigt, daB bei der Dialyse 
eine Zerstérung der Oxydoredukase stattfindet, wobei sie durch 
Kochsaft- oder Co-Knzymzusatz nicht regeneriert werden kann. 

4. Bei der Dialyse der Oxydoredukaselésung beobachtet 
man Ofters, daB die Aktivitat, offenbar zufolge der Entfernung 
der hemmenden Stoffe, mit der Zeit sogar gré8er wird. 

5. Die Gerinnungstemperatur hat eine groBe Bedeutung 
fiir die Haltbarkeit der Oxydoredukaselésung, da sie oder ihr 
Traiger durch proteolytische Fermente zerstért werden kaun. 
Die Abschwitchung der Garwirkung der PreB- und Macerations- 
siifte beim Stehenlassen wird damit in Zusammenhang ge- 
bracht. 

6. Auch animalische Oxydoredukase wirkt ohne Mitwirkung 
eines Co-Enzyms. 











Synthese des Glykocyamin aus Arginin und Glykokoll. 


Hin Beitrag zur Kreatinfrage. 
Von 
Max Bergmann und Leonidas Zervas.*) 


Aus dem Kaiser Wilbelm-Institut fir Lederforschung, Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24, Oktober 1927.) 


Aus welchen Muttersubstanzen und auf welchem Weg 
Kreatin und Kreatinin im Stoffwechsel entstehen, dafiir hat 
sich trotz zahlreicher Untersuchungen noch kein sicherer An- 
halt gewinnen lassen. Am niichsten muBte der Gedanke an 
eine Kntstehung aus Glykokoll oder Sarkosin unter Mitwirkung 
von Harnstoff liegen. Aber die Beobachtung von F. Lippich?), 
daB die Umsetzung von Aminosauren mit Harnstoff nicht zu 
(suanidosiiuren, sondern zu Ureidosiiuren fiihrt, konnte nicht 
seyade als Stiitze einer solchen Annahme dienen. Weder 
iberlebender Muskel noch tiberlebende Leber lieBen ferner bei 
gleichzeitiger Durchstrémung mit Sarkosin und Harnstoff eine 
Kreatinbildung eindeutig erkennen.”) Kine von O. Riesser 
aufgestellte Hypothese sieht eine Bildung des Kreatins aus 
Cholin bzw. Betain mit Harnstoff oder Cyanamid vor. Sie ist 
aber bisher auch nicht sicher erwiesen.*) 

Bei der Suche nack Quellen des Guanidinrestes im Kreatin 
muBte der Blick naturgemiB auf das Arginin fallen; denn 


*) 19. Mitteilung tiber Umlagerungen peptidiihnlicher Stoffe. 

1) Chem. Ber. Bd. 41, 8S. 2976 (1908). 

*)L. Baumann u. J. Marker, Ji. of Biol. Chem, Bd. 22, 8, 49 
1915); L. Baumann u. H. M. Hines, ebenda Rd. 31, 8. 549 (1917). 

®) O. Riesser in Abderhalden, Handbuch der biologischen Ar- 
beitsmethoden, Abt. I, Teil 7, S. 877 (1923) und Diese Zs. Bd. 86, 8. 415 
(1914) und Bd. 90, S. 221 (1914). Vgl. auch die weiter unten be- 
sprochenen neueren Versuche von E. Abderhalden und Mitarbeitern. 
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elnerseits ist in diesem verbreitetsten aller Kiwei8bausteine der 
Gcuanidinrest schon in Kohlenstoffbindung vorgebildet und 
andererseits vermutet man seit langem, daB die Bildung des 
Kreatins mit dem Eiweifstoffwechsel zusammenhingt. In dey 
Tat glaubt W. H. Thompson?) einen gesteigerten Gehalt der 
Muskeln an Kreatin nach intravenéser Injektion von Arginin- 
carbonat festgestellt zu haben. Von solchen Gesichtspunkten 
aus nimmt eine verbreitete Theorie an, Arginin kénne durch 
oxydative Verktirzung seiner Kohlenstofikette, verbunden mit 
geeigneter Methylierung in Knreatin tbergehen. Diese An- 
schauung geht einerseits zuriick auf den von M. Jaffé?) er- 
brachten Nachweis, dab Glykocyamin (Guanido-essigsiure) im 
Tierkérper zu Kreatin methyliert werden kann, andererseiis 
auf die Knoopsche Theorie der -Oxydation der Fettsiure 
und Aminosiiuren.’) 


. 


Eine Reihe ausgezeichneter Untersuchungen iiber dic 
Méglichkeit eines solchen oxydativen Argininabbaues verdanken 
wir insbesondere K. Thomas und seinen Schiilern. Die um- 
fangreiche Literatur iiber die Arginin—Kreatinfrage findet sich 
in den Lehr- und Handbiichern der physiologischen Chemie. 
[hr ist za entnehmen, daB manche Befunde einen Zusammen- 
hang zwischen Arginin und Kreatin wahrscheinlich machen, 
daB aber speziell der oxydative Abbau des Arginins zu Kreatin 
vorerst, jedes eindeutigen Beweises entbehrt. 

In Fortsetzung unserer Untersuchungen iiber. das Arginin 
und seine Abkémmlinge4) ist uns nun die Synthese von Glyko- 
cyamin und Kreatin durch direkte Wechselwirkung eines Ar- 
gininabkémmlinges mit den HKstern yon Glykokoll und Sar- 
kosin gelungen. 


) J. of Physiol. Bd. 51, $.111 (1917). Vgl. ferner K. Inouye, 
Diese Zs. Bd. 81, S. 71 (1912). 

®) Diese Zs. Bd. 48, 8. 430 (1906). Vgl. auch W. Czernecki, 
Diese Zs. Bd. 44, 8S. 294 (1905). 

3) F. Knoop, Dieze Zs. Bd. 67, 8. 495 (1910). 

‘) M. Bergmann u. L, Zervas, Diese Zs. Bd. 152, S. 282 (1926). 
M. Bergmann u. H., Koester, Diese Zs. Bd, 159, 8.179 (1926) und 
Bd. 167, S. 91 (1927). 
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Bergmann und Koester haben im ,,Triacetyl-anbydro- 
arginin® I ein Umwandlungsprodukt des Arginins aufgefunden, 
das den Guanidorest des Arginins bereits in so aufgelockertem 
Zustand enthalt, daB schon die Kinwirkung von Wasser fir 
seine Zerlegung unter Bildung eines Harnstoffderivates geniigt.’) 


NH-COCH, NH-COCH, 
CH, -CH, -CH,-CH-CO II. CH,-CH,+CH,-CH-CO 

[. ‘ | + H,0 > NH sapien ecciees 
C=NCOCH, CO-NH-COCH, 
NH-COCH, ™ NH-COCH, 


Da hierbei als zweites Spaltstiick ein Ornithinabkémmling 
auftritt, haben wir schon damals unter Hinweis auf die ahn- 
lich verlaufende Spaltung des Arginins mit Arginase die Not- 
wendigkeit betont, die Spaltung unseres Triacetylanhydro- 
arginins unter variierten Versuchsbedingungen zu studieren. 

In der Uberzeugung, daB der wesentliche Punkt der bio- 
logischen Kreatinbildung in einer direkten Umsetzung eines 
reaktionslustigen Argininabkémmlings?) mit einem Aminoathan- 
derivat beruht, haben wir Triacetyl-anhydro-arginin mit Gly- 
kokollester zur Wechselwirkung gebracht, und zwar zuniichst 

etic N 

1) Diese Zs. Bd. 159, S. 179 (1926). Dort haben wir die Griinde ange- 
fiihrt, welche gegen die intermediire Abspaltung eines Cyanamidderi- 
vates als Ursache der Reaktiouslust des Triacetyl-anhydro-arginins sprechen 
kénnten. Die inzwischen am ,,Triacetyl-anhydro-arginin’ gesaminelten 
Erfahrungen lassen es aber nicht ausgeschlossen erscheinen, da8 in ihm 
die Molekiilverbindung eines Cyanamidderivates vorliegt. Mit dé 
Priifung dieser wichtigen Frage siud wir beschiiftigt, benutzen aber bis 
zur Entscheidung noch die Formel I, indem wir ausdriicklich auf ihren 
vorliufigen Chafakter hinweisen. Zur Frage der Cyanamidbildung bei 
Hydrolyse yon Guanidinen vgl. H. Lecher und G. Demmler, Diese 
Zs. Bd_ 467, S. 163 (1927). 

*) Als solcher kommt nicht nur z. B. eine Fermentverbindung des 
Arginins in Betracht, sondern auch die Fermentverbindung von Arginin- 
derivaten, nachdem Bergmann und Koester, Diese Zs. Bd. 167, 5. 97 
(1927) gezeigt haben, daB man auch Phenylalanylarginin durch Uber- 
fiihrung in die Triacetyl-anbydroverbindung zur hydrolytischen Spaltung 
in. Harnstoff- und Ornithinderivate aktivicren kann. 


tf 
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in wasserfreiem Liésungsmittel. Die Umsetzung verlief schon 
in der Kilte mit groBer Leichtigkeit und fiihrte, da wir von 
einem Acetylderivat des Arginins ausgingen, zum Diacetyl- 
derivat IV des Glykocyaminesters, das sich durch Verkochen 
mit Salzsiiure leicht in das Chlorhydrat des Glykocyamidins V 
iiberfiihren lieB. Da dieses Saw in der Literatur noch nicht 
beschrieben ist, haben wir es zum Vergleich aus Glykocyamin 
bereitet und beide Priparate auch noch in die Pikrate iiber- 
gefiihrt. Die auf verschiedenem Weg bereiteten Priparate 
waren in beiden Fallen in jeder Beziehung identisch. 

Die Uberfiithrung von Glykocyamidin in Glykocyamin V1 
ist bekannt. 





NH-COCH, NH-COCH, 
| | 
CH,-CH,-CH,-CH-CO CH, -CH,-CH,-CH-CO 
| ; yy 
N | ae = 
) 7 
C=N-COCH, + ° 1,COOC,H, = + 
WH IV. CH,-COOC,H, 
NH-COCH, slates. 
—_ 
—  }=N-COCH 
esis 3 
a | 
y, NH-COCH, 
V. CH,——CO 
| | —> VI. CH,-COOH 
NH.C-NH | 
NH-C(=NH)- NH, 
NH 


In itlnlicher Weise setzt sich Triacetyl-anhydro-arginin 
mit Sarkosin-iithylester um. Dabei entstehen Kreatin- 
derivate. Ferner reagiert Methylamin~ mit Triacety]- 
anhydro-arginin unter Bildung von Diacetyl-mono-methylgua- 
nidin, das leicht in Methyiguanidin tiberzufiihren ist. Da die 
Aularbeitung der tibrigen Reaktionsprodukte in beiden Fallen 
noch nicht abgeschlossen ist, werden wir demniichst erst 
austihrlicher dariiber berichten. Unsere neue Synthese des 
Methylguanidins hat im Hinblick auf das mégliche biologische 
Vorkommen dieser Base Interesse. 

Bei allen diesen Synthesen haben wir Wasser auf das 
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sorgfiltigste ausgeschlossen. Schon aus diesem Grund ist die 
intermediire Bildung eines Harnstoffderivates ganz unwabhr- 
scheinlich. 

Unsere Versuche zeigen, daB die Umwandlung basischer 
Stickstoffreste in Guanidogruppen mit Hilfe von Arginin keines- 
wegs auf Aminosiiuren beschriinkt ist. Die verbreitete Hypo- 
these einer genetischen Beziehung natiirlicher Guanidoverbin- 
dungen zum Arginin gewinnt durch unsere Versuche die er- 
wiinschte tibersichtliche experimentelle Unterlage. Dabei emp- 
finden wir es keineswegs als Nachteil, daB unsere Versuche 
sich eines nichtbiologischen Arbeitsverfahrens bedienen. Viel- 
mehr hoffen wir gerade durch die vorbereitende Arbeit des 
planmaBigen chemischen Experimentes (wie das auch bei 
anderen biologischen Problemen oft genug geschehen ist) iiber 
den struktur- und valenzchemischen Mechanismus der biologi- 
schen ‘Kreatinbildung Feststellungen zu treffen, welche dem 
biologischen Experiment und insbesondere dem Stoffwechsel- 
versuch wegen ihrer von Natur gegebenen gréBeren Kompli- 
ziertheit Schwierigkeiten bereiten miissen. Beide Forschungs- 
richtungen miissen sich gegenseitig unterstiitzen. 

In diesem Sinn sind uns die vor kurzem von EK. Abder- 
halden und S. Buadze’) zur Kreatinfrage verdéffentlichten 
hologischen Versuche von besonderem Wert. Diese Forscher 
glauben beobachtet zu haben, daB Gehirn und Muskelbrei zu- 
sammen mit Arginase enthaltendem Leberbrei nach gleich- 
zeitigem Zusatz von Arginin und Cholin eine betrachtliche Ver- 
mehrung des Kreatins bzw. Kreatinins hervorrufen. Sie be- 
trachten ihre Versuche als Stiitze der schon erwiihnten 
Anschauung ven QO. Riesser, wonach Cholin mit Harnstoff 
(ler aus Arginin stammen soll) nach teilweiser Entmethylierung 
zu Kreatin zusammentritt.*) 

) Diese Zs. Bd. 164, S. 280 (1927). 

*) In einer soeben erschienenen weiteren Mitteilung [Diese Zs. 
Bd. 170, S. 212 (1927)] finden E. Abderhalden wnd P. Miller in 
einem Fall auch Vermehrung des Gesamtkreatinins nach Zugabe von 


Harnstoff an Stelle von Arginin, ferner mitunter dasselbe, wenn nur 
Cholin zum Organbrei zugegeben wird. Sie legen darum den Nachdruck 
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Die zuvor mitgeteilten Synthesen beruhen auf der Wande- 
rung eines N—C—N-Komplexes aus dem Arginin in andere 
Stickstoffbasen unter Bildung von Guanidinderivaten. Ebens 
kann man Arginin mit Wasser oder anderen hydroxylhaltigen 
Stofien zur Abgabe eines N—C—N-Komplexes bewegen, wobhei 
Harnstoffderivate entstehen.!) Wir machen darauf aufmerksam, 
daB alle diese Umsetzungen sich desselben aktiven Zwischen- 
produktes, des ,,Triacetyl-anhydro-arginins“ bedienen. Hier 
wird also ein biologisch wichtiger Stoff (Arginin) durch ein 
und denselben AktivierungsprozeB fiir mebhrere verschiedene 
Umsetzungen mobilisiert, die im Stoffwechsel eine Rolle zu 
spielen scheinen. Die nichste Frage muB sein, ob dasselle 
fiir den Wirkungsmechanismus der Arginase gilt, ob also die 
Arginase das Arginin befiihigt, mit verschiedenen Stoffen a's 
Reaktionspartnern in verschiedenem Sinn zu reagieren. 

Wir benutzen diese Gelegenheit, um am Schlusse des 
Versuchsteils ein besonders bequemes Verfahren zur Gewinnung 
von d-Arginin aus Leim mitznteilen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fiir die Gewihrung von Mitteln unseren ehrerbietigsten 
Dank aus. 


Versuclhie, 


Umsetzung von Triacetyl-anhydro-arginin mit Glykokollester. 


++ 


6 ¢ frisch bereitetes Triacetyl-anhydro-arginin wurden mit 
der Lésung von 9 g scharf getrocknetem?) Glykokollester 
‘etwa 4 Mol) in 200 ccm wasserfreiem Ather iibergossen und 
5 Stunden bei gewdhnlicher Temperatur geschiittelt. Allmihlich 
ging das Argininderivat in Lésung und an seine Stelle traten 
die farblosen, langen Prismen des d,l-2-Acetylamino-¢- 
piperidons, dessen Menge schlieBlich nach dem Absaugen 


auf jenen Teil der Riesserschen Vorstellung, welcher die Bedeutung 
des Cholins bei der Kreatininbildung fordert. 
1) M. Bergmann u. H. Koester, Diese Zs. Bd. 159, 8.179 (1925 
2) Uber Kaliumearbonat, Natriumsulfat und schlieBlich tiber Barium 
oxyd getrocknet und unter sorgfiltigem Ausschlu8 von Wasser destilliert. 


































Synthese des Glykocyamin aus Arginin und Glykokol!, 283 


9 


and Waschen mit trocknem Ather 3,25 g betrug, entsprechend 
96°), d. Th. Das Praparat war schon ganz rein. | 

Aus der itherischen Mutterlauge schieden sich beim Ein- 
engen unter vermindertem Druck auf etwa 25 ccm 2,45 ¢ 
Diacetyl-glykocyamin-athylester in gliinzenden, rhom- 
pischen Tafeln ab, die manchmal in die Linge gestreckt 
waren. Nach dem Waschen mit Ather und Trocknen im 
Exsiccator schmolzen sie nach geringem Sintern bei 98—99°. 
Sie waren ebenfalls schon ganz rein. Ausbeute gegen 
50°, a. Th. 

Die vereinigten atherischen Filtrate wurden nun ganz 
eingedampft, zweimal mit Petrolither zur Entfernung des 
iiberschiissigen Glykokollesters griindlich verrieben und der 
verbleibende Sirup in 10 ccm kaltem Wasser geliést und 
8 Stunden bei 0° aufbewahrt. Es schieden sich 0,35 g winziger 
farbloser Prismen ab, die beim Umkrystallisieren aus kochendem 
Wasser oder heiBem Eisessig eine schwach-gelbliche Firbung 
annahmen. Sie waren dann Monacetyl-glykocyamidin. 
Damit war die Ausbeute an Glykocyaminderivaten auf 60°/, 
d. Th. gestiegen. 

Als wir die zuvor beschriebene Umse.zung mit einem 
créBeren UberschuB von Glykokollester (z. B. 10 Mol) durch- 
tuhrten, verlief sie viel schneller und die Ausbeute an Acet- 
aminopiperidon war schon nach 30 Minuten quantitativ. Wenn 
wir dagegen mit 1 Mol Glykokollester arbeiteten, muBten wir den 
Versuch auf 20 Stunden ausdehnen. Die Ausbeute an Acet- 
aminopiperidon war wiederum quantitativ und die an Diacetyl- 
elykocyamin-iithylester betrug hier 60°/, d. Th, war also noch 
befriedigender als im Hauptyersuch. 

Acetamino-piperidon: Das Rohprodukt zeigte schon 
einen Schmelzpunkt von 186,5° (korr.), der beim Umkrystalli- 
sieren des Priiparats aus Hssigester auf 187° (korr.) stieg. 
Kin Gemisch mit dem Priiparat von Bergmann und Koester’) 
zeigte keine Depression. 





1) Diese Zs. Bd. 159, 8S. 188 (1927). 
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0,1107 g Substanz gaben 0,2180 g CO, und 0,0778 g H,0. 
2,753 mg m 5 0,433 cem N (22°, 748mm, 50°/,ig. KOH) 
(nach Preg]), 
C,H,,.0,N, (156,12) Ber. © 53,809, HH 7,75%, N 17,94%. 
Gef. ,, 53,70 » 1,86 17,91. 


Diacetyl-glykocyamin-jithylester: Der Schmelzpunki 
des Rohproduktes inderte sich nicht mehr, als das Priiparat 
zur Analyse aus wasserfreiem Athylalkohol umkrystallisiert 
wurde. Zur Analyse trockneten wir bei 20° und 0,3 mm iibei 
Phosphorpentoxyd. 

0,1440 g Substanz gaben 0,2488 g CO, und 0,0838 g H,O. 

2,494 mg ” » 0,400 cem N (21°, 755 mm, 50°/,ig. KOH, 
nach Preg]). 

C,H,,0,N, (229,14) Ber. C 47,13°/, TH 660% N 18,34° 
Gef. ,, 47,12 5, 6,51 5, 18,50. 


Der Diacetyl-ester lést sich leicht in Methylalkohol, 
Aceton und Kssigester, ziemlich schwer in kaltem Wasser und 
kaltem Athylalkohol. Ob Wasser bei lingerer Kinwirkung 
veriindert, haben wir noch nicht untersucht. Ather und be- 
sonders Petrolather lésen schwer. 

Zur gleichzeitigen Abspaltung der Acetyle und des Athyls 
und zur Uberfiihrung in Glykocyamidin wurde 1 g Di- 
acetyl-glykocyamin-ester mit 5 ccm konzentrierter Salzsiiure 
(D 1,19) im EinschluBrohr 1 Stunde im Bad von 100° er- 
wirmt. Auf Zusatz von Alkohol und viel Ather fiel dann 
salzsaures Glykocyamidin in dicken, farblosen Prismen 
aus, die nach dem Absaugen und Waschen mit Ather 0,45 ¢ 
wogen. Der Zersetzungspunkt von 210° (korr.) anderte sich 
nicht, als das Salz aus der Lisung von etwas wasserhaltigem 
Alkohol mit Ather wieder abgeschieden wurde. Das lutft- 
trockne Salz nahm bei 56° und 0,5 mm Druck iiber Phosphor- 
pentoxyd nur wenig an Gewicht ab. 

6,910 mg Substanz gaben 6,710 mg CO, und 2,637 mg H,O. 

5,080 mg “ » 4,889 mg ,, » 2,010 mg ,, 

2,176 mg és » 0,578 com N (18°, 753 mm, 50°%/,ig. KOI! 
nach Preg)). | 

6,670 ng . » 1,063 mg AgCl (direkt gefiillt). 
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C,H,ON,, HCl (135.53) 
Ber. C 26,56°/, H 4,46%, N 31,019, Cl 26,16, 
Gef. ,, 26,48 1» 427  ~ yy 80,86 » 26,19 
26,25 y 4,42 wie ss 
Wir haben das salzsaure Salz noch ins Pikrat verwandelt, 
indem wir 0,1 g davon in wif riger Lésung mit 0,2 g pikrin- 
saurem Natrium versetzten. Es fielen 0,20¢ Glykocyamidin- 
pikrat in zentimeterlangen, goldgelben Nadeln aus. Sie 
schmolzen unter Zersetzung bei 210° (unkorr.) baw. 215° (korr.), 
nachdem schon von 198° an leichte Sinterung eingetreten war. 
2,513 mg Substanz (bei 20° und 0,5 mm tiber P.O; getrocknet) gaben 
0,559 com N (23°, 753 mm, 50°/,ig. KOH, nach Preg)). 


C,H,O,N, (328,11) Ber. N 25,61°/,  Gef. N 25,42 °%,. 


Zum Vergleichen mit unseren Salzen haben wir salz- 
saures Glykocyamin (‘tuanidoessigsiiure)') nach dem Verfahren 
von Korndérfer?) durch mehrstiindiges Erhitzen mit rauchen- 
der Salzsture auf 140° im Rohr in salzsaures Glyko- 
cyamidin verwandelt und dieses analysiert. 

Ber. N 31,01°, Gef. N 30,92%). 
Schmelzp. 210° (korr.); bei derselben Temperatur schmolz ein 
Gemisch mit unserem oben beschriebenen Salz. Das nach 
Korndérfer bereitete salzsaure Salz gab uns weiterhin ein 
Pikrat vom Zersetzungsp. 215° (korr.). Jaffé*) gibt den 
Schmelzpunkt zu 210° an, an anderer Stelle*) wird 193° an- 
gegeben. 

Auf jeden Fall fanden wir bei den Priiparaten aus 
Guanidoessigsiiure alle Konstanten, Krystallform, Farbe, Lés- 
lichkeiten vollstiindig tbereinstimmend mit den Priparaten, 
die wir auf dem Weg iiber Triacetyl-anhydro-arginin und 
Glykokollester bereiteten. Beide Hydrochloride gaben mit 
Pikrinsiure und Natronlauge eine blutrote Fiarbung, ebenso 





') Aus Glykokoll und Cyanamidnatrium dargestellt. 

*) Arch, d. Pharmazie Bd. 242, S. 620 (1904); Chem. Zbl, 1905, I, 
S. 156. 

*) Diese Zs. Bd. 48, S. 430 (1906). 

*) Korndérfer, Arch. d. Pharmazie Bd. 242, 5S. 620 (1904); 
Chem, Zbl. 1905, I, S. 156. 
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beide mit Nitroprussidnatrium eine briiunlich-rote Fiarbung, 
die beim Ansiiuern mit Essigsiure ihren Ton noch vertiette. 

Monacetyl-glykocyamidin: Das aus EKisessig umkry- 
stallisierte Priiparat, welches bei langsamer Abscheidung siulen- 
aitige Prismen bildete, wurde zur Analyse bei 78° und 0,3 mm 
iier Phosphorpentoxyd getrocknet. 

0,1227 g Substanz gaben 0,1902 g CO, und 0,0581 g H,0. 

2,590 mg ” » 0,681 eem N (22°, 741mm, 50°%/,ig. KOH, 
nach Preg)). 

C,H,O,N, (141,07) Ber. © 42,539, H 500%, N 29,79%, 
Gef. ,, 42,28 37 9,29 5) 29,66. 

Die Substanz ist schwer léslich in fast allen gebriuch- 
lichen Lésungsmitteln, nur heiBes Wasser und heiBer Hisessig 
lésen betrichtlich. In Sauren lést sie sich leicht und spaltet 
beim Kochen damit ihr Acetyl ab. Alkalien lésen ebenfalls. Sie 
gibt die beim salzsauren Glykocyamidin schon erwadhnten Farb- 
reaktionen mit Pikrinsiiure und mit Nitroprussidnatrium. Mon- 
acetyl-glykocyamidin hat keinen eigentlichen Schmelzpunkt. Es 
beginnt sich bei raschem Erhbitzen von etwa 220° an zu 
briiunen, ist gegen 250° schon ganz schwarz und zersetzt sich 
weiterhin immer mehr. 


Gewinnung von d-Arginin aus Leim. 


Unsere friihere Vorschrift!), welche das Arginin als 
Benzylidenverbindung abscheidet, haben wir noch erheblich 
vereinfacht. Wir arbeiten jetzt folgendermaBen: 

1 kg gute Gelatine (Goldruck)?) von 16°/, Wassergehalt 
werden in 3 Liter konzentrierter Salzsiiure (D. 1,19) eingetragen 
und nach einigem Stehen 6—8 Stunden riickflie8end gekocht. 
Dann wird die mit Tierkohle nahezu entfarbte Flissigkeit 
unter vermindertem Druck zum Sirup eingedampft und noch 
3imal mit ‘ls Liter Wasser aufgelist und wieder verdampit. 


» ») Vel M. Bergmann u. L. Zervas, Diese Zs. Bd. 152, 8. 282 
(1926). 

2) Fiir die wiederholte Uberlassung von Gelatine sprechen wir 
wiederum Herrn Kommerzienrat Giinther Meissner von den Gelatine- 
werken Meissner & Co. in Stadtilm (Thiir.) unsern besten Dank aus. 
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Der Rickstand wird mit '/, Liter Wasser gelést und unter 
Rthren, Kihlung mit Kiltemischung und Vermeidung jeder 
Erwirmung tiber Zimmertemperatur allmihlich mit so viel 
33°/, iger Natronlauge versetzt, bis eine Probe Lackmus schwach 
blaut. Nun werden noch 120 ccm derselben Natronlauge zu- 
gefiigt, man saugt von ausgefallenen Verunreinigungen mit 
geringem Uberdruck ab und setzt 200—250 ccm reinen Benz- 
aldehyd in etwa 4 Portionen unter kraftigem Schiitteln im 
Laufe von 10 Minuten zu. Nach dem Impfen erfolgt rasche 
Abscheidung von Benzyliden-arginin, die nach 8stiindigem 
Stehen bei 0° vollstandig ist. Man saugt unter geringem 
Druck soweit wie méglich ab und verreibt 2mal im Morser 
mit frischem, kaltem Wasser, saugt wieder ab, zuletzt so 
scharf wie méglich, und wi-cht dann zur Entfernung des an- 
haftenden iiberschiissigen Benzaldehyds mit einem Gemisch 
von 2Teilen Ather und 1 Teil Alkohol. Das Praparat hat 
nach dem Trocknen im Exsiccator gewéhnlich den friiher an- 
gegebenen Schmelzp. 204° (korr.) und soll farblos sein. Wenn 
die Verbindung zu niedrig schmilzt, zerlegt man zur Reinigung 
mit 5n-Salzsdure, athert aus, macht wieder alkalisch (eventuell 
nach Entfarbung mit Tierkohle) und schiittelt mit Benzaldehyd. 
Dann erhalt man in jedem Fall ein analysenreines Praparat. 
Bei richtig geleiteter Operation und Verarbeitung brauchbarer 
Gelatine ist aber die Umfallung ganz unnitig. 

Die Ausbeute an Benzyliden-arginin betrigt gewdhnlich 
70 g, steigt aber in einzelnen Fallen bis zu 100 g, erreicht 
also mindestens 60°/, der theoretisch méglichen Menge, was 
uns bei der Kinfachheit der Operationen als recht befriedigend 
erscheint. 

Die Uberfihrung des Benzyliden-arginin in Arginin- 
nitrat oder freies Arginin haben wir schon friiher beschrieben.+) 

Selbstverstandlich kann man die Arginingewinnung ver- 
knipfen mit der Isolierung anderer Aminosiuren des Leims, 
z. B. kann man erst Glykokollester-chlorhydrat gewinnen, dann 
aus alkalischer Lésung Arginin mit Benzaldehyd abscheiden 





1) Diese Zs. Bd. 152, S. 282 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXXII. 20 
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und aus dem Filtrat noch die iibrigen Aminosduren nach be- 
kannten Vorschriften isolieren. Man kann ferner wie Leim 
auch andere argininreiche Proteine nach dem Benzaldehyd- 
verfahren auf Arginin verarbeiten und daneben andere Amino- 
sfiuren gewinnen.') Wo es hauptsichlich auf die Gewinnung 
von Arginin ankommt ist natiirlich Leim als Ausgangsmaterial 
wegen seiner leichten Zuginglichkeit und seines geringen 
Preises gegeniiber argininreicheren Proteinen vorzuziehen. 
Nach unseren Erfahrungen kann eine Person auf diese Weise 
aus Leim im LaboratoriumsmaBstab bequem in einer Woche 
gegen 400 g Benzyliden-arginin, entsprechend iiber 250 ¢ d- 
Arginin gewinnen. 


1) Die Gewinnung von d-Glutaminsiure, d-Arginin, neben 1-Tyrosin 
und Leucingemisch ist in der Dissertation L. Zervas, Uber die Aldehyd- 
verbindungen der Aminosiuren, Berlin 1927, geschildert. 



























Die Einwirkung von Pepsin und Trypsin—Kinase 
auf Insulin. 
Von 
A. Harteneck und W. Sehuler. 


(Aus dem Laboratorium der II. Medizin. Klinik Mtnchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Oktober 1927.) 


In zahlreichen Versuchen: der letzten Jahre') wurde ge- 
zeigt, daB proteolytische Fermente die hormonale Wirksamkeit 
von Insulinpraparaten aufheben. Vor kurzem haben K. Felix 
und E. Waldschmidt-Leitz?) aus den spezifischen Unter- 
schieden in der Wirkung eiweiBspaltender Enzymgruppen 
Riickschliisse auf die chemische Natur des Insulins gezogen. 

Hinsichtlich des Vorganges der Inaktivierung stehen sich 
zwei verschiedene Ansichten gegeniiber. Die Mehrzahl der Au- 
toren vermutet eine regelrechte Verdauung des Insulins, sei es des 
wirksamen Prinzipes selber oder eines eiweiBartigen Aktivators. 
Andere, namentlich amerikanische Autoren, vertreten dem- 
gegeniiber die Annahme einer Inaktivierung durch Adsorption. 

So deuten A. A. Epstein und N. Rosenthal’) die Enzym- 
wirkung auf das Insulin als eine Adsorptionsverbindung ahnlich 
der Trypsin—Safraninverbindung, wobei die wirksamen Gruppen 
des Insulins besetzt werden. Sie fanden, daB sowohl die 
Pepsin- wie auch die Trypsininaktivierung des Insulins noch 
nach 24, ja 42 Stunden riickgingig zu machen ist.*) 

Ahnlich folgern St. Weiss und I. Pogany‘) aus ihren 


*) Vgl. auch: Guggenheim, Die Chemie der Enzyme im Handbuch 
der inneren Sekretion v. Hirsch; Leipzig. 
20* 
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Versuchen, daB ,das Trypsin das Insulin eigentlich nicht zor. 
stért, sondern nur in einen unwirksamen Zustand bringt. Das 
Pepsin dagegen scheine das Insulin irreversibel zu vernichten, 
da eine Anderung der Wasserstoffionenkonzentration nach 
Ablauf der Pepsinwirkung im Gegensatze zum Trypsin keine 
Reaktivierung bedinge“. 

Eine mittlere Auffassung vertreten EK. Brand und M.Sand- 
berg’), sowie D. A. Scott.*) Das Enzym gehe nur primar 
eine reversible Adsorptionsverbindung mit dem Insulin ein, 
auf welche spiter eine Hydrolyse folge. 

Auch wir wurden im Rahmen anderer Arbeiten iiber 
Insulin veranlaBt, zu dieser Frage Stellung zu nehmen. 

Wir lieBen auf ein Insulinpraparat von Organon-Oss- 
Pepsin und Trypsin—Kinase einwirken, bestimmten die Ab- 
nahme der physiologischen Wirksamkeit im Kaninchenversuche, 
sowie die Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs und ver- 
suchten nach erfolgter Enzymeinwirkung durch Anderung der 
Wasserstoffionenkonzentration eine Reaktivierung des Insulins 
zu erreichen. 

Unsere Versuche ergaben, daB Pepsin wie auch gereinigtes, 
einheitliches Trypsin (-+ Kinase) die hormonale Wirksamkeit 
des Insulins aufheben. Diese Inaktivierung erfolgt nur dann, 
wenn das Enzym—Insulingemisch die‘fiir die Enzymwirksamkeit 
jeweils giinstige )Wasserstoffionenkonzentration aufweist. Sie 
ist ferner abhangig von der Menge des Fermentes, sowie der 
Dauer der Kinwirkung und ist irreversibel. Dies Verhalten 
entspricht in allen Punkten den Regeln, denen jede Ver- 
dauung unterworfen ist. 

AuBerdem konnten wir nach der EKinwirkung sowohl von 
Pepsin als auch von Trypsin—Kinase eine deutliche Zunahme 
des formoltitrierbaren Stickstoffs feststellen — ein Beweis, dab 
iiberhaupt eine Verdauung erfolgt ist. Eine Vermehrung der 
Aminosiuren haben schon friihere Arbeiten von E. A. Witze- 
mann und L. Liyshis’) ergeben. 

Auf Grund dieser unserer Versuchsergebnisse miissen wir 
die Einwirkung von Pepsin und Trypsin—Kinase auf Insulin 
als eine Hydrolyse auffassen und die Annahme einer rever- 
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siblen Enzym—Insulinverbindung ablebnen. Die Moéglichkeit 
aber, daB die eiweiBartige Substanz nur das wirksame Prinzip 
adsorbiert hat und dadurch aktiviert, kénnen wir nicht aus- 
schlieBen, wenn es uns auch nicht gelungen ist, durch Zusatz 
verschiedener HiweiBkérper zu einem inaktiven Verdauungs- 
gemische die Wirksamkeit des Insulins wieder herzustellen. 

Die abweichenden Resultate von A. A. Epstein und 
N. Rosenthal, sowie von St. Weiss und I. Pogény lassen 
sich vielleicht auf folgende Weise erklaren: 

A. A. Epstein und N. Rosenthal beobachteten bei der 
Mischung ihrer klaren Insulinlésung mit der gleichfalls klaren 
Lésung sowohl von Pepsin als auch von Trypsin—Kinase eine 
Triibung, ja sogar eine Ausflockung. St. Weiss und I. Pogany 
bekamen diese Triibung nur hei Trypsin—Kinase, nicht aber 
bei Pepsin, bei dem ibnen auch eine Reaktivierung des 
Insulins nicht mehr méglich war, wabrend sie bei Trypsin 
gelang. 

Auch wir haben diese Triibung beobachtet, jedoch sofort 
wieder eine klare Lésung erhalten, wenn wir das Insulin— 
Pepsingemisch etwas stairker ansdiuerten bzw. das Insulin— 
Trypsingemisch alkalisierten und dadurch zugleich auf das 
optimale p,, brachten. 

Wir glauben, daB die Triibung durch das Insulin be- 
dingt ist, das im isoelektrischen Bereiche gefallt wurde. Die 
hormonale Wirksamkeit einer derartigen Suspension von iso- 
elektrisch gefailltem Insulin haben wir in zwei Versuchen 
geprift. Im ersten Versuch trat keine, im zweiten eine sehr 
verzégerte Senkung des Blutzuckers ein, so daB die Vor- 
tduschung einer Jnaktivierung wohl im Bereiche der Még- 
lichkeit liegt. 

AuBerdem scheint bei der isoelektrischen Fallung aus 
einem Insulin-Fermentgemisch das Enzym mitgerissen zu 
werden, ohne das gefallte Inuslin merklich anzugreifen. 
Trypsin ist ja im isoelektrischen Bereiche des Insulins itber- 
haupt unwirksam. Da das Pepsin, dessen Wirksamkeit bei 
diesem p,, auch nicht optimal ist, das Insulin nicht angreift, 
mag seinen Grund im festen Aggregatzustande des letzteren oder 


th 
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auch darin haben, daB Insulin zu den Substraten gehért, die 
entweder als Kation oder Anion, nicht aber undissoziiert von 
Enzymen angegriffen werden.®) 

Wir vermuten daher, daB bei den Versuchen der erwahnten 
Autoren das Insulin von den Fermenten iiberhaupt nicht ver- 
daut worden ist und daB die Méglichkeit einer Reaktivierung 
einfach auf einer Lésung des amphoteren Insulins bei de: 
Wasserstoffionenkonzentration beruht, bei der! das entsprechende 
Enzym unwirksam ist. Bei der Lésung auf der entgegen- 
gesetzten Seite des isoelektrischen Bereiches dagegen setzt 
sofort die fermentative Spaltung ein und das Insulin wird je 
nach der Menge des Fermentes in mehr oder weniger kurzer 
Zeit unwirksam. | 

Wie A. A. Epstein und N, Rosenthal die physiologische 
Wirkung eines alkalischen Insulin—Trypsingemisches nach 
langerem Stehen in zwei Versuchen durch Ansiuern wieder 
herstellen konnten, ist uns nicht erklarlich. Unsere; analog 
angestellten | Versuche ergaben das Gegenteil. 

Die als Beweis fir ihre Auffassung angefiihrte Tatsache, 
da8 Blutserum die Insulin—Trypsinverdauung nicht hemmt, ist 
nicht stichhaltig, da einmal die Insulinbestimmung keine 
absolut quantitative ist und auBerdem die EKinwirkung von 
Serum auf eine Verdauung je nach den Substraten eine ver- 
schiedene ist. 


Experimenteller Teil. 


Das Insulinpriparat stellte uns in liebenswiirdiger Weise 
die Firma N. V. Organon-Oss zur Verfiigung. Es enthielt 
in 1 mg zwei internationale Einheiten (i. E.). . Wir bereiteten 
davon jeweils eine 10°/,ige Lésung und injizierten einem Ver- 
suchstiere mindestens 20 i. E., um auf alle Falle, wenn die 
Fermente wirksames Insulin zuriickgelassen haben, eine Wirkung 
zu bekommen. 

Die Bestimmung des Blutzuckers wurde nach H. C. Hage- 
dorn und B.N. Jensen®) vor und 3 Stunden nach jeder In- 
jektion ausgefiihrt. Traten vorher schon Krampfe ein, so 
wurde der Blutzucker spater nicht mehr bestimmt. 
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Das Pepsinpraparat (Pepsin in lamellis, Merck, Brit. Pharm.) 
war gegeniiber Casein und Thymushiston gut wirksam be- 
funden worden. Das Trypsin reinigten wir von Erepsin durch 
Adsorption an Tonerde nach E. Waldschmidt-Leitz und 
A. Harteneck’) und aktivierten es mit Enterokinase, da 
Trypsin allein nach K. Felix und E. Waldschmidt-Leitz?) 
Insulin nicht angreift. 

Als Versuchstiere dienten niichterne Kaninchen. 


Einwirkung von Pepsin auf Insulin. 


I. 


Ansatz: 2 ccm 10°/,ige Insulinlésung, 200 mg Pepsin, 0,5 ccm n/10-HCl 
auf 20 ccm Gesamtvolumen mit Wasser aufgefiillt, py = 2,6 
(1 cem der klaren Lésung: 10 mg Insulin und 10 mg Pepsin). 








Blutzucker in mg °/, 
__| Bemer- 

Nr. | 
Pu | nach kungen 
| 3 Stdn. 


ae: ee | : 


| Retert nach d. iselimae ! 
1 | 1,0 ccm derselben sane 





vorher 














to, | re 2,6 | 122/125 . 85/84 
2 | 1,5 cem derselben alkalisiert - 
und injiziert . . . . . [85] 119/117 . 122/118 
Nach 2stindigem Stehen | 
bei 37°: | 
3 | 1,0 eem der Mischung inj. 2,6] 111/108 106/109 
4 | 1,5 ccm derselben alkaisiert es 
und injiziertt . . . . 8,8 | 83/81 . 80/85 


(Bei Alkalizusatz zur Mischung nach 2stiindigem 
Stehen entstand kein Niederschlag) 








Im ersten Versuche war infolge des groben Uberschusses 
an Pepsin schon in der kurzen Zeit von der Mischung bis 
zur Injektion die Verdauung zum groBen Teile erfolgt und 
bis zur zeitlich etwas spiteren Alkalisierung beendet. Daher 
keine Reaktivierungsméglichkeit des Insulins. 

Im zweiten Versuche hatte die geringere Enzymmenge 
eine langsamere Spaltung zur Folge. Durch Alkalizusatz 
konnte daher das noch unverdaute Insulin isoelektrisch gefallt 


7) 
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II. 


Ansatz: 5cem 10°/,ige Insulinlésung, 250 mg Pepsin, 1,1 ecm n/10-HC! 
auf 50 ccm Gesamtvolumen mit Wasser aufgefillt. py = 2,7 
(1 cem der klaren Lésung: 10 mg Insulin und 5 mg Pepsin). 














Blutzucker in mg °/, 
Nr Bemer 
| ‘ia vorher nach anaes 
8 Stdn. 








Sofortnach d. Mischung: 


1 | 1,0 cem derselben injiziert . | 2,7 | 181/180 | 49/52 


1,3 eem ~ alkalisiert 
und injiziert . . . . . | 9,2] 130/129; — Kriampfe 





Alkalizusatz bis zur Aus- | 
flockung, Niederschlag zentri- 
fugiert, 3mal gewaschen und 
in 10 cem H,O aufgeschlimmt 


3 | 2,0 cem der Aufschlimmung 
angesiuert. . . . . . | 2,4] 110/118 — Kraimpfe 


4 | 2,0.cem der Aufschlimmung n. 8 Std. 
alkalisiert . . . . . . {89 ] 102/104 | 57/56 





Nach 24 stiindigem Stehen 
der urspringl. Mischung 








bei 37°: | 
5 | 1,0 cem derselben injiziert . | 2,7] 100/108 | 99/100 
6 | 2,0 cem " alkalisiert 
und injiziert . 19,0] 115/118 | 110/112 


(Bei Alkalizusatz zur Mischung nach 24stiindigem 
Stehen entstand kein Niederschlag) 








werden. Sowohl bei der Lésung mit Alkali aber auch in 
saurer Lisung trat bei sofortiger Injektion die hormonale 
Wirksamkeit wieder auf — in saurer Liésung deshalb, weil 
die Zeitspanne zwischen Liésung und Injektion fir die Ver- 
dauung des Insulins eine zu kurze ist. 


Bei Versuch I war schon nach 2stiindiger — bei Ver- 
such II erst nach 24stiindiger Enzymeinwirkung die Ver- 
dauung vollstindig beendet, und bei Alkalizusatz trat weder 
eine Tribung noch Reaktivierung auf. 


— 
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III. 
Ansatz: 5 ccm 10°/,ige Insulinlésung, 50 mg Pepsin, 1 cem n/10-HCi 
auf 50 ccm Gesamtvolumen mit Wasser aufgefillt. p,,; = 2,6 
(1 cem der Lésung: 10 mg Insulin und 1 mg Pepsin). 
Blutzucker in mg °/ 
Bemer 
Nr. 
is vorher none angen 
| 3 Stdn 
| sofort aie a Pinte: | 1 
| 
1 | 1,0 cem derselben injiziert . | 2,6 | 130/128 | —/;— | Krampfe 
2 | 1,3 eem " alkalisiert | n. 2 Std. 
und injiziert . » |9,2] 101/101 | —/— | Krampfe 
Alkalizusatz bis zur Aus- | n. 1'/,Std 
flockung, Niederschlag zentri- 
fugiert, 3mal gewaschen und | 
in 10 cem H,O aufgeschliimmt 
3 | 2,0 cem aor apie, 
angesduert . -_ 2,6 | 106/105 36/38 
4 | 2,0 cem der Aufechiimmung 
alkalisiert . 9,2 | 107/104 | 47/44 Krimpfe 
Nach 24stiindigem Stehen n. 3 Std. 
der urspriingl. Mischung 
bei 37°: 
5 { 1,0 cem derselben injiziert . | 2,6 | 129/127 | 102/103 
6 | 1,3 eem in alkalisiert 
und injiziert . 19,2] 123/121 | 110/1 2 
Alkalizusatz bis zur Aus- 
flockung, Niederschlag zentri- | 
fugiert, 3mal gewaschen und 
in 10 cem H,0 aufgeschlammt | 
7 | 2,0 eem der Aufschlimmung | 
angesiuert . - « | 2,5] 107/105 | 78/80 
8 | 2,0 cem der Aufschlimmung 
alkalisiert . 9,2 | 102/101 | 71/73 





Ansatz : 











In dieser Versuchsreihe wurde ganz wenig Pepsin ver- 
wandt, weshalb sie von den vorhergehenden nur insofern ab- 
weicht, als auch nach 24 stiindigem Stehen noch ein geringer 
unverdauter Rest vorhanden war. 


Einwirkung von Trypsin auf Insulin. 


IV. 


10 ecm 5°/,ige Insulinlésung, 25ccm erepsinfreie TrypsinJésung 
mit 58 T.-(e.). aktiviert durch 10 ccm Enterokinaselésung, 2 ecm 
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n/1-NH, auf ein Gesamtvolumen von 50cem mit H,O au: 
gefiillt. ps; = 8,9 [1 cem der klaren Mischung: 10 mg Insuli, 
und 1,1 T.-(e.)}. 
Blutzucker in mg °/, 
Nr ____| Bemer 
~ - | Pu . nach | kungei 
vorher | 3 Std 
Sofort nach d. Mischung: | 
1 | 1,0 ecm derselben injiziert . | 8,9] 105/108 105/106 
“ | 1,8 ccm derselben angesiiuert 
und injiziert 2,6] 98/99 98/98 
Nach //, stindigem Stehen 
der urspriingl. Mischung 
bei 37°: | 
1,0 cem der Mischung inj. . | 8,9 | 127/128 | 132/130 
Siiurezusatz bis zur Aus- 
flockung, Niederschl. zentri- 
fug., 3mal gewaschen und in 
2cem n/70-HCI gelodst | 
4 | 2 cem injiziert 2,4} 96/100 | 114/112 
Nach 2stiindigem Stehen | 
der urspriingl. Mischung 
bei 37°: | 
5 | 1,0 ccm derselben injiziert . | 8,6 | 121/119 | 114/114 
6 | 1,8 ecm 5,  angesiuert | 
und injiziert 2,2] 85/83 92/90 
V. 
Ansatz: 5 cem 5°/, Insulinlésung, 1,6 cem erepsinfreie Trypsinlésuny 
mit 3,7 T.-(e.) aktiviert durch 0,4 cem Enterokinaselésung, 
0,9 ecm n/1-NH, auf ein Gesamtvolumen von 25 cem mit H,'’ 
aufgefillt. py=9,0 [1 ccm der klaren Mischung: 10 mg Insulii 
und 0,15 T.-(e)]. 
Blutzucker in mg °/, 
Nr r | Bemer 
NT. Pir " ' nach kungen 
— | 3 Stdn. 
Sofort nach der Mischung: | 
i | 1,0 cem derselben injiziert . |9,0] 99/100 | —/— _ |] Krimpfe 
| -- 4 
2 | 1,8 cem »  angesiuert | n. 30d. | 
und injiziert 2,7} 115/114 | 70/71 
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Die Versuche mit Trypsin zeigen das gleiche Krgebnis 
vie die mit Pepsin. Auch hier ist nach geniigend langer 
Hinwirkung einer ausreichenden ‘T'rypsinmenge keine Akti- 
vierung des Ingulins mehr zu erreichen. 


Wirkung von gefalltem Insulin. 

\nsatz: 20mg Insulin in 20 cem Wasser gelést (1 cem der Lésung: 
1 mg Insulin). 7 cem der Lésung (14 i. E.) einem Kontrolltiere 
subcutan injiziert. 

13 cem der Lésung bis zur Ausflockung alkalisiert und von 
der aufgeschlimmten Fliissigkeit 10 ccm (16 i. E.) dem Ver- 
suchstiere injiziert. 














| Blutzucker in mg °/, nach Wits 
os | De a kungen 
| 3 Std. 5 Std. i Std. = 
i / 
| \ | 
Kontrolltier | 111/113 | —, —/— | —/-— 
Versuchstier | 124/120 | 122/126 | 120/124 | — Krim pte 
n. 2 Std. 
Kontrolltier {| 110/108 | — — | —jf— | —/— 
Versuchstier | 106/106 | 88/96 | 8081 56/55 | Kriimpfe 
n. 21/, Std. 


Der formoltitrierbare Stickstoff bei der Einwirkung von Pepsin 
auf Insulin. 


Ansatz: 10 ccm einer 10°/,igen Insulinlésung und 380 mg Pepsin. 
A. Gesamtstickstoff: 
0,2 ccm dieser Lisung verbrauchen beim Mikro-Kjeldahl 
nach Preg! 14,5 cem n/70-HCI: 2,92 mg Stickstoff. 
B. Formoltitration sofort nach der Mischung: 
0,5 cem dieser Lésung verbrauchen 2,55 cem n/100- NaOH, 
entsprechend 0,357 mg N, das sind 4,9°/, des Ges.-N 
an freiem Am.-N. 


C. Formoltitration nach 3tagiger Verdauung: 
0,5 cem dieser Lésung verbrauchen 5,70 cem n/100-NaOH, 
entsprechend 0,798 mg N, das sind 10,9°', des Ges,-N 
an freiem Am.-N. 





Aus diesen, wie aus anderen hier nicht niher angefihrten 
Versuchen ergibt sich eine erhebliche Zunahme des formol- 
titrierbaren Stickstoffs. 








tf 
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EiweiBzugabe zu pepsinverdauter Insulinlosung. 


Da wir auf Grund unserer Versuche zu der Ansicht Be. 
kommen sind, daB es sich bei der Enzymeinwirkung auf Insulin 
um eine Verdauung handeln mu8 und auBer dem Insulin selbst 
nur noch ein eiweiBartiger Traiger der Wirksamkeit als An- 
griffspunkt in Betracht kommt, versuchten wir durch Eiweit- 
zugabe nach der Verdauung die Wirksamkeit des Insulins 
selbst wieder herzustellen. Als Eiwei® wurde einmal das 
Serum menschlichen Blutes als natiirliches Liésungsmittel de: 
Insulins im Kérper und ferner Casein auf-Grund seines &hn- 
lichen isoelektrischen Punktes gewihlt. 


Ansatz: 14 ecm einer 10°/,igen Insulinlésung wurden mit 0,7 me 
Pepsin 4 Stdn. bei 37° gehalten. 
‘0,1 eem dieser Lisung = 10mg Insulin wurden injiziert 


Blutzucker vorher . . . 116/116 
Blutzucker nach 3 Stdn. . 110/109. 
Die iibrige Lésung kam zur Inaktivierung des Pepsins 
10 Min. in ein kochendes Wasserbad und wurde dann auf das 
5fache mit Wasser verdiinnt> 


A. 0,5 eem dieser verdiinnten Lésung (10 mg Insulin) wurden 

mit 1,2 cem n/10-HCl und 0,2cem Wasser versetzt und inj 
Blutzucker vorher . . . 110/102 
Blutzucker nach 3 Stdn. . 98/100. 


B. 0,5 cem dieser selben Lisung (10 mg Insulin) wurden wit 
0,5 cem 6°/,iger Caseinlésung, 0,75 cem n/10-HCl] und 
0.25 eem Wasser versetzt und injiziert. 


Blutzucker vorher . . . 127/130' 
Blutzucker nach 3 Stdn. . 126/128. 


C. 0,5 cem dieser selben Lésung (10mg Insulin) wurden mit 
0,5 cem Blutserum-~und 1 cem n/10- HCl versetzt und inj 


Blutzucker vorher . . . 119/119 
Blutzucker nach 3 Stdn. . 114/118. 


Der Zusatz von Casein und Blutserum bewirkte kein: 
Reaktivierung des Insulins, doch ist die Méglichkeit eines [7% 
anderen Ergebnisses unter verinderten Bedingungen nicht aus- 
geschlossen. 


Besonderen Dank schulden wir der Notgemeinschaft de: 
Deutschen Wissenschaft fiir die gewahrten Mittel. 
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Uber eine neue colorimetrische quantitative Bestimmungs- 
methode kleinster Wismutmengen im Harn. 
Von 


B. Glassmann. 


Nach Versuchen von A. Posdeew. 


a 


(Aus dem wissenschaftlichen Privatlaboratorium von Dr. B. Glassmann in Odessa 


(Der Redaktion zugegangen am 4. November 1927.) 


Die im folgenden beschriebene Methode wurde zu den 
Zweck ausgearbeitet, um durch einfache Operationen, ohn 
Anwendung des fiir klinische Laboratorien listigen Schwetel- 
wasserstofis und in kurzer Zeitdauer kleinste Wismutmengen auc’: 
bei Serienuntersuchungen, die sich itiber vollstaindige Wimut. 
kurven erstrecken, im Harn colorimetrisch genau bestimme: 
zu k6énnen, und zwar ohne daB die Gegenwart von Queck- 
silber, Blei und Silber die Bestimmung stéren. 

Das vor einigen Jabren von Engelhardt!) in der Universitits 
klinik zu GieBen ausgearbeitete colorimetrische Wismutsulfidbestim 
mungsverfahren ist ftir die klinische Praxis zu umstiandlich, es erforder' 
einen groBen Zeitaufwand, denn die Kaliumchloratsalzsiureveraschuny 
des Harns dauert allein bis zu 4 Stunden und die Analyse kann nu 
am nichsten Tage zu Ende gefiihrt werden. Da des weiteren Queck-. 
silber ein tbnlich gefiirbtes Sulfid wie Wismut erzeugt, so diirfen di 
Kranken, bei denen Wismutbestimmungen angestellt werden sollen, nicht 
mit Patienten zusammenliegen, die Quecksilbersalben schmieren, da in 
diesem Falle durch Inhalation Spuren von Quecksilber immer im Harn 
nachgewiesen werden kénnen. Selbstverstiindlich k6nnen Ausscheidungs. 
versuche auch nicht an Kranken vorgenommen werden, die einer intra 
vendsen, intramuskuliiren oder intraurethralen Silbertherapie unterstehen. 

Mithin kann also die Methode von Engelhardt und auch die 


') Dermatolog. Zs. Bd. 41, Heft 4/5, S. 287 (1924). 


Fa 
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Wismutsulfidmethode von Sei’) nur beschrankte Anwendung finden, 
wihrend die gravimetrische Methode von Akamatsu’) nur fiir Be- 
stimmung gréBerer Wismutmengen verwendbar ist. 

Im Jahre 1880 empfahl J. C. Tresh*’) den Nachweis von 
Wismutspuren durch folgende Reaktion: 

Setzt man zu eine? wenig freie Siure — Salzsaure 
oder eine organische Saure — enthaltenden Fiissigkeit 
Jodkalium hinzu, so entsteht bei Gegenwart von Wismut 
infolge der Bildung von Wismutkaliumjodid sofort eine 
mehr oder weniger tief orangerote Farbung. Betragt das 
Metall */,5 099, 80 ist die Farbe noch entschieden orange bei 
/40,000 ellorange und bei */; go9o99 gelb. Blei und Quecksilber 
beeintrachtigen den Nachweis des Wismuts mittelst Jodkalium 
nicht, da die entstehenden gefarbten Niederschlige sich im 
Uberschu8 des Fallungsmittels farblos auflésen. 

Auf Grund dieser Reaktion arbeitete Paul Planés‘*) 
1904) eine colorimetrische Bestimmungsmethode des Wismuts 
in seinen Salzen aus, indem er zu der Lésung des Wismut- 
kaliumjodids Glycerin hinzufiigt, welches die Dissoziation der 
Wismutlésung durch Wasser verhindert. 

Im Jahre 19225) verwendete 8S. Dezani die Kalium—- 
Wismutjodidprobe zum Nachweis des Wismuts im Harn. Dieser 
Nachweis wird nun dadurch ersthwert, da& in dem aus dem 
Harn erhaltenen Niederschlag leicht Substanzen zuriickbleiben 
die in den Jodkaliumlésungen Jod freimachen und dadurch 
Wismut vortiuschen kénnen. 

In Anbetracht der hohen Empfindlichkeit der Wismut- 
reaktion von Tresh, ihrer durch Planés erwiesenen Verwend- 
barkeit zur quantitativen colorimetrischen Bestimmung des 
Wismuts in seinen Salzen und ihrer bedingten Anwendbarkeit 
zum Nachweis des Wismuts im Harn durch Dezani, lag die 


*) Dermatolog. Wochenschr. 44 (1923). 
*) M. A. Actae scholae med. Kioto Bd. 4, 8 40 (1921). 
‘) Zs. f. anal. Chem. Jahrg. 22, S. 432 (1883). 
*) J. Pharm. chim. [6] Bd. 18, S. 385—389 (1903); Chem. Zbl. 1904, I, 
S. 121. 
*) Biochem. e therap. sperim. Bd. 9, (1922). 
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Aufgabe vor, den Harn so zu veraschen, daB die obige Re. 
aktion auch zur quantitativen Colorimetrie des Wismuts in 
inm Anwendung finden soll und zwar unter Ausschaltung der 
méglichen Fehlerquelle, durch freigemachtes Jod, denn die 
hier in Betracht kommenden Metalle, Quecksilber und Silber, 
stéren die Reaktion nicht. 


Prinzip der neuen Methode. 


Der Harn wird in Gegenwart von zuvor zugesetztem 
Ammoniumnitrat in Substanz zur Trockne verdampft und ver- 
ascht. Die Nitrate und Nitrite der Asche werden durch Salz- 
siure zersetzt, der UberschuB der letzteren auf dem Wasser- 
bade entfernt, das gebildete BiCl, durch KJ in Wismut- 
kaliumjodid iibergefiihrt, zum Verhindern der Hydrolyse des 
letzteren Glycerin und sodann 1—2 Tropfen Starkelésung und 
bei Blaufarbung zum Entfarben einige Tropfen Hyposulfit- 
lésung hinzugesetzt. 

Die so erhaltene Wismutjodidjodkaliumlésung wird it 
einer Standardlésung aus Kaliumbichromat colorimetrisch ver- 
glichen, die durch Verdiinnen von 5 ccm n/10-K,Cr,O,-Lisung 
mit 110 ccm Wasser hergestellt wird. 


Prifung der Methode. 

Erforderliche Lésungen: 

1. Wismutlésung, 1 com =0,0001 g Bi, 0,1158g chemisch 
reinen und bei 105° bis zum konstantem Gewicht getrockneten 
Wismuthydrats, deren Gehalt an Wismut sich zu 0,1 g ergab, 
wurde in 100 ccm 20°/,iger Salzsiure gelést und 10 ccm der 
so erhaltenen Lésung mit 20°/,iger HCl auf 100 ccm aut- 
zefiillt. 

2. 10°/, Lésung von jodatfreiem Kaliumjodid. Das Wasser 
zu der Lésung wurde. durch Destillation aus GlasgefiBen 
bereitet. 

3. Chemisch reines Glycerin. 

4. Stirkelésung. 

5). n/20-Na,S,O,-Lésung. 

6. Salzsiure von 20°/,. 
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7. Kaliumbichromatlésung hergestellt durch Auffillen von 
5cem n/10 K,Cr,O,-Lisung mit Wasser aut 115 ccm. 
8. Dubosqsches Colorimeter. 


Ausfihrung der Bestimmung. 


5 ccm der Wismutlésung (1) wurden in einem Porzellan- 
tiegel von 70 com Inhalt auf dem Wasserbade zur Trockne 
eingedampft, 5 ccm auf dem Wasserbade vorgewirmten Glycerins 
zugesetzt, 5 Minuten lang aut dem Wasserbade, unter 6ftern 
Umrihren mit einem Glasstab erhitzt, sodann erkalten lassen 
und unter tiichtigem Umriihren 10 com der 10°/, Kaliumjodid- 
lésung hinzugefiigt. Nun setzt man einige Tropfen der Stirke- 
ldsung hinzu und wenn Blaufarbung vorhanden, bindet man 


das Jod durch 1—2 Tropfen n/20-Hyposulfitlésung, ohne einen ~ 


UberschuB der letzteren anzuwenden, da Hyposulfit auch die 
Lésung des Wismutjodidjodkaliums entfarbt. Die so erhaltene 
Wismutlésung diente als Standardlésung und sein Gehalt an 
metallischem Wismut entsprach 0,05 mg in 15 ccm (5 cem 


Tabelle L 


Colorimetrische Bestimmung des Wismuts mit Hilfe einer Wismut- 
standardlésung, Wismutgehalt der letzteren = 0,05 mg in 15 cem. 

















o oe ae 

ES Colorimeterstand Wismut in mg = @ Ey 

a In min fe to a a 

< ae = = | Differenz 
5 der | der zu E NOE q in °/, 
he Standard | Prifenden ber. gef, Zz % ss 

7, losung | Lésuny aca 

: 

{ 40 | 38,5 0,0050 | 0.0052 0,0002 + 4 

2 51 | 25,0 0,0100 | 0,0102 0,0002 + 20 
3 41 | 20,0 0,0100 | 6,0103 0.0003 + 3,0 
4 10,0 | 20,4 0,020 0,021 0,001 + 5,0 
5 12,0 | 20,0 0.020 | 0,023 0,003 +15,0 
6 240 | 81 0.150 | 0,148 — 0,602 — 1,33 
7 18,0 | 0,1 0,150 0,148 ~ 0,002 ae 
8 36,0 | 0,0 0,300 0,300 — — 

‘ 30 5,1 0,300 0,294 — 0,000 — 2,0 
10 45 | 4,5 0,500 | 0,500 — - 





Hoppe-Seyler’s Zeltschrift f. physiol. Chemie, CLXXII. 21 
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Glycerin + 10 ccm 10°/,ige KJ-Lésung). In gleicher Weise 
wurden Lésungen hergestellt mit einem Wismutgehalt von 
0,01, 0,02, 0,10, 0,15, 0,30 und 0,50 mg in 15 ccm de 
Glycerinkaliumjodidlésung. 

Die Vergleichsresultate dieser Lésungen mit der Standard- 
lésung sind in der vorhergehenden Tab. I wiedergegeben. 

Aus der Tabelle folgt, daB die Beziehungen zwischen de: 
Intensitit der Farbung der Kaliumwismutjodlésungen und 
ihren Konzentrationen innerhalb der méglichen colorimetrischer 
Fehler eine gerade Linie darstellen. Die gleiche Farben- 
ainderung, welche eine Kaliumdichromatlésung bei Verdiinnen 
mit Wasser erfahrt, mit einer solchen von Kaliumwismutjodid 
durch Glycerin, veranlaBte uns die Verwendbarkeit eine: 
Kaliumdichromatlésung als Standard zu priifen. Als ein: 
Bichromatlésung, welche genau der Farbenintensitit von 
0,05 mg Wismut in 15 ccm (5 com Glycerin + 10 ccin 
10°/,ige KJ-Lésung) entspricht, erwies sich eine solche, welche 
durch Auffiillen von 5 ccm n/10-K,Cr,O, mit Wasser auf 115 ccm 
erhalten wird. Die Vergleichsresultate des Wismuts und des 
Kaliumdichromatstandards sind in der Tab. II wiedergegeben. 


- Tabelle II. 


Vergleichung des Wismuts und des Kaliumbichromatstandards. 











4 

> | Colorimeterstand inmm Wimut in mg 

g iis ran oe wp am Bemerkungeu 
cs Wismut- K,Cr,O,- | Wismut- K Cr O.. 

= standards | Standards | standard na BG. 

, | Standard 

11 20,0 20,2 0,0500 0,0495 

12 25,0 24,9 0,5000 0,0502 











Mittel 0,0500 0,0499 Differenz = 0,2° 


Die Bichromatlésung ist in dunklen Flaschen unbegrenzt 
haltbar und sie ist deshalb als Standardlésung vorteilhafter zu 
verwenden als eine entsprechende Kaliumwismutjodidlésung, 
welche beim Stehen Jod ausscheidet, obgleich man dieses 
Ubel eliminieren kann. 
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Mit der Kaliumbichromatstandardlésung wurde nun eine 
Reihe von Wismutbestimmungen in Liésungen ausgefiihrt, deren 
Konzentrationen die gleichen waren, wie bei der Priifung der 
Wismutstandardlésung (Tab. I). Die Repultate dieser Bestim- 
mungen sind in der Tab. III wiedergegeben. 


Tabelle III. 


Colorimetrische Wismutbestimmungen mit Hilfe des Kaliumbichromat- 


standards. Standardlésung: 5 ccm n/10-K,Cr,O, + 110 cem H,O. 








Colorimeterstand in mm Wismut in mg 
Nr. der 
Analyse | der Standard- der zu priifen-} | orechnet Lag _— 
lésung den Lésung a 4: 
13 20,0 | 20,2 0,0500 0,0495 
14 25,0 |, 24,9 0,0500 0,0502 
15 30,0 | 15,6 0,100 0,096 
16 20,0 10,4 0,100 0,096 








Wie aus der T'abelle folgt, sind die Resultate recht exakt 
und das Kaliumbichromatstandard kann vorteilhaft das Wismut- 
standard ersetzen. 


Wismutbestimmungen im Harn. 


Zu 50 ccm Normalharn wurden in einem Tiegel ‘von etwa 
100 ccm Inhalt bestimmte Wismutmengen in Lésung 0,025, 
0,05, 0,1 und 0,15 mg und ungefahr 2 g Ammoniumnitrat in 
Substanz zugesetzt. ~ 

Der Tiegel wird am besten in ein Metallbad gebracht, 
und zwar so, daB die Metallfeilspine (aus Kupfer) tiber dem 


Hliissigkeitsniveau zu liegen kommen und dampft sodann bis _ 


zur Trockne ein, was 1—11/, Stunden dauert. Gegen Ende 
des, Kindampfens ist darauf zu achten, daB die sich durch 
Gasblasen erhebende verkohlte und brennende Masse nicht 
aus dem Tiegel herausgestoBen wird, was man dadurch vor- 
beugt, indem man den Tiegel mit einer Zange aus dem 


Metallbad hervorhebt und nach einigen Minuten wieder in die 
21* 
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frihere Stellung bringt. Ist der Inhalt des Tiegels verkohlt, 
so verascht man ihn sodann auf dem Geblise, bis siimtliche 
Kohlepartikelchen verbrannt sind. Zu dieser letzteren Operation 
sind 8—10 Minuten erforderlich. 

Um 50 ccm Harn ohne Ammoniumnitratzusatz zu _ver- 
aschen, sind vier und mehr Stunden erforderlich. Setzt man 
das Ammoniumnitrat nach dem Verdampfen des Harns zu, so 
vollzieht sich die Veraschung zwar schneller, aber lange nicht 
in einem solchen Tempo, wie wenn man dem Harn Ammo- 
niumnitrat zusetzt, denn das letztere verteilt sich sodann 
gleichmiBig in der Kohle. Auch findet bei nachtriglichem 
Zusatz des Nitrats ein hiufiges Platzen der Tiegel statt. 

Nach Veraschen und Abkiihlen des Tiegels gibt man in 
denselben 5—10 ccm 20°/,ige Salzsiure hinein und dampti 
in dem Metallbad bis zur Trockne ein. Hierdurch werden 
die Nitrate und Nitrite der Asche zersetzt, welche letztere 
spiter aus dem KJ Jod freimachen kénnen. Man fiigt sodann 
nochmals 5—10 ccm Salzsiure hinzu und dampft jetzt auf 
dem Wasserbade ein. Nachdem die iiberschiissige Salzsiure ver- 


jagt worden ist, bringt man in den Tiegel 5 ccm vorgewiirmte: 


Glycerin hinzu, erwirmt auf dem Wasserbade unter bestiind- 
igem Umriihren mit einem Glasstabe wihrend 5 Minuten, 
kiihlt ab, setzt 10 ccm 10°/,ige KJ-Loésung hinzu, riihrt gut 
durch und zentrifugiert wibrend 3—5 Minuten, bei 2000 Um- 
drehungen in der Minute zur Trennung des in Glycerin un- 
léslichen Riickstandes. 10 ccm des klaren Zentrifugats bringt 
man in ein mit eingeschliffenem Pfropfen versehenes Reagens- 
glas, setzt einige geziihlte Tropfen Starkelésung hinzu und 
bei Blaufiarbung an der Oberfliiche der Fliissigkeit 1—2 Tropfen 
‘/,) n-Hyposultitlésung, wobei das freie Jod gebunden wird und 
die Fliissigkeit eine schine reingelbe Farbe annimmt. Man 
vermeide, wie erwihnt, einen UberschuB an Hyposulfit, da das 
letztere die Liésung des Kaliumwismutjodids auch entfirben 
kann, der Zusatz von 2 Tropfen Hyposulfit geniigte stets zur 
Bindung des Jods. 

Von der Kaliumbichromatstandardlésung entnimmt man 
ebenfalls 10 ccm, denen man soviel Tropfen Wasser hinzusetzt, 














Neue Restimmungsmethode kleinster Wismutmengen im Harn. 307 





als Tropfen von Starke und Hyposultitlésung verbraucht 
worden sind, 

Nun bringt man die zu untersuchende Kaliumwismutjodid- 
lésung und die Standardlésung in die Glischen des Dubosgq- 
schen Colorimeters und vergleicht sie in bekannter Weise. 

Die erzielten Resultate sind in der folgenden Tabelle 
wiedergegeben. 

Tabelle IV. 


Bestimmung des Wisinuts mit der neuen Methode im Harn, unter An- 

wendung einer Kaliumbichromatstandardlésung, dessen Farbenintensitiit 

0,05 mg Wismut in 15 eem Lésung (5 ecm Glycerin + 10 eem 10°/,ige 
KJ-Lésung) entsprach, 





} 
| 
| 


x | Colorimeterstand Wismut cS Sobm [ok 5 2 

Bs : cs == & 8 SaGNoO 
= in mm in mg ae ee A 
: “ AZT ser esse 
< | 2ESEISE/2 esos 
s | aGes.| der zu dem im Harn JS "533 ds]: "% en 
> | Stan- | priifenden{| Harn wieder- eS (eee 
,° | ‘“ ~ ro) 2 CO &O D D eS 

5 |dards| Lésung jzugesetzt gefunden |= -OER mesg 
71120! 24.2 0,025 0,0248 — 0,0002 — 0,8 

8} 20,0 20,1 0.050  0.0498| Mittel: Q 0 

id} 25,0 24,9 0,050 0,052) 0,050 

20] 20,0 9,5 0,100 0,105 } : | 

ee a : , 0,1045 0,0045 4,5 

21) 240) 11,5 0,100 0,104 J” ii sia 

22| 24,0 8,2 0,150 0,146 ) | 

| : a, as “: ),14 — 0,002 — 1,33 
231 18,0 6.0 0,150 0,150 {2148 os , 














Aus dieser T'abelle folgt die Prizision der neuen Wismut- 
bestimmungsmethode. 

Um zu zeigen, wie die neue Methode die quantitative 
Ausscheidung von Wismut mit dem Harn bei intravenéser 
Injektion des letzteren zu verfolgen gestattet, wurden folgende 
Versuche angestellt: Der eine von uns (G.) erhielt durch Dr. 
med. J. MatusiB, Assistenten des Venerologischen Instituts der 
hiesigen medizinischen Hochschule, eine intravendse Injektion 
von 1 ccm Wismuto-Jatren = 10 mg Bi am 29. VII. 27 um 
6 Uhr und 25 Minuten abends. 

Die erste Harnprobe wurde nach 5 Minuten und die 
folgenden ungefihr zweistiindlich im Laufe von 24 Stunden 
gesammelt, gemessen, in 50 ccm derselben der Wismutgehalt 
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Tabelle V 


Wismutbestimmungen im Harn nach intravendser Injektion von 1 cem Bismuto-Jatren 





10 mg Wismut. 





Datum 





B. Glassmann, 





308 
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29. VIL. 27 


29. VII. 27 
29. VII. 27 
29. VIT. 27 
30. VIT. 27 
30. VII. 27 
30. VII. 27 
30. VII. 27 
30. VII. 27 
30. VII. 27 


80. VIT. 27 





Tageszeit 


58’ es 
Rel 

o ? 
30’ ws 


10’ morgens 


28’ e 
28’ ” 
28’ ; 
40’ , 
40’ 


25’ abends 








Hayrn- 
menge 
verascht 
in ecem 


50 


Colorimeterstand in mm 
: | der zu 
: Te Pe 

oe | priifenden 
5 Lésung 
10,0 _ 26,9 — 
7,0 18,1 
30,0 4,3 
35,0 5,0 
30,0 13,6 
20,0 9,4 
20,0 10,3 
30,0 14,3 
16,0 13,1 
10,0 7,5 
15,0 14,7 
10,0 10.4 
8,0 18,6 
10,0 21,4 
7,0 18,6 
10,0 25,0 
10,0 23,5 
13,0 27,17 
6,0 19,5 
4,0 14,1 
4,0 17,3 
6.0 26,9 








Gefundene 
Wismutmenge 
in 50eem Harn 

in mg 
0,0186| Mitel: 
0,0189} 0,0188 
0,3488|, . 
0'3200} 78494 
0,1103 
0106421081 
9.0971 
A 1014} 0938 
0,0611 . 
00667} 00689 
0,0510 
0080 f0-0495 
0,0215 j 
Oona 0224 
0,0195 
09200 {2298 
0,0213), .. 
0,0154 
00142; 00148 
0,0116 
o'o108 20! 12 


Gefundene 
Wismut- 
menge in der 
gesamten 
Hernprobe 


0,043 
1,3980 
0,3680 
0,264 
0,215 
0,300 
0,045 
0,020 
0,042 
0,026 


0,025 





Ausscheidung in 24 Stunden 2,749 mg 











Neue Bestimmungsmethode kleinster Wismutmengen im Harn. 309 


bestimmt und auf das Volumen der ganzen Probe um- 
gerechnet. 

Die Analysenresultate sind in der folgenden Tab. V wieder- 
gegeben. 

Nach der intravenédsen Wismutinjektion wurde auch in 
den ersten 2 Stunden der Speichel gesammelt, der 30 ccm be- 
trug. Wismut konnte darin colorimetrisch nicht bestimmt 
werden, denn es resultierte eine auBerst schwach gelblich ge- 
fairbte Lésung, was nur auf Spuren von Wismut hindeutet. 

Die Methode ist natiirlich auch anwendbar zur Bestim- 
mung des Wismuts in Organteilen nach stattgefundener Im- 
prignation derselben mit einer Ammoniumnitratlésung, um die 
Veraschung zu beférdern. 

Zum SchluB sei noch auf die Dauer einer Wismut- 
bestimmung im Harn hingewiesen: 


Abdampfen des Harns . . . .. . 1Std. 
Veraschung . . . . tre eo 
1. Behandlung mit Salzsiure. . . . 20 ,, 
2. co : ‘ . « « ole a 
Erhitzen mit Glycerin . . .... 5 ,, 
0 ee es | 
pO ee re | 
Colorimetrieren. . . . %. . . .15 ,, 
Vorbereitende Arbeiten. . . . . . 1S8td. 


Insgesamt 3 Stdn. u. 30 Min. 


Zusammenfassung. 


Aut Grund der Wismutreaktion von J. C. Tresh ist eine 
exakte colorimetrische Methode zur Bestimmung kleiner Wis- 
mutmengen — 0,005—0,5 mg — im Harn ausgearbeitet 
worden, die sich sehr gut auch fir Serienbestimmungen 
eignet. 

Dauer einer Analyse etwa 4 Stunden. Quecksilber und 
Silber stéren die Bestimmung nicht. 




















Uber die ?-Oxydation der 5-Aminovaleriansiure. 
Von 


Werner Keil. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7, November 1927.) 


Uber das Verhalten der w-Aminosiuren im Tierkérper is' 
wenig bekannt. C. Schotten fand die y-Aminobuttersiure 
und d-Aminovaleriansiure in hohen Dosen ungiftig..) Dab 
die letztere eine gewisse Widerstandsfaihigkeit im Stoffwechsel 
zeigt, ergibt sich aus der Beobachtung von Kapfhammer’®), 
der die d- Aminovaleriansiure im Harn fand, als er einem 
Hunde die Hydrolysenprodukte von methyliertem Casein ver- 
fiittert hatte. Auch die ¢-Aminocapronsiure hat eine gewisse 
Widerstandsfihigkeit, denn Thomas und Gérne’) fanden sie 
nach Verfiitterung beim Kaninchen zu 17,4°/, unverinder' 
wieder. SchlieBlich liegt noch eine Untersuchung von Corley* 
iiber das Verhalten von w-Aminosiuren beim phlorhidzinver- 
gifteten Hunde vor. Er ermittelte, daB die y-Aminobuttersiure 
hierbei als Zuckerbildner wirkt, wahrend dies fiir die J-Amino- 
valeriansiure nicht zutrifit. 

Sonach ist jedenfalls an dem Abbau der w. Aminosiuren 
im Tierkérper nicht zu zweifeln, und da dieselben wenigstens 
zum ‘Teil (d-Aminovaleriansiure, y-Aminobuttersiure und /- 
Alanin) biologisch vorkommen, wire eine nahere Kenntnis iiber 
die Zwischenprodukte ihres Abbaues wichtig. Aus diesem 
Grunde entschloB ich mich, den Abbau der w-Aminosiuren 
niher zu studieren und habe zunichst das Schicksal der 
d-Aminovaleriansiure im Organismus des Hundes verfolgt. Eine 
Voraussetzung fiir die Isolierung von Abbauprodukten schien 
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mir die Anwendung grofer Mengen Ausgangsmaterials, und so 
habe ich 40g d-Aminovaleriansiure-innerhalb 36 Stunden ver- 
abfolgt. Es gelang mir danach, im Harn des Vers@chshundes 
4-Amino-butanon(-2) in analysenreiner Form zu _ isolieren. 

Die Identifizierung erfolgte als Chloraurat, Chloroplatinat 
und Pikrolonat. Der K6érper war optisch inaktiv. Das Vor- 
haudensein der Aminogruppe wurde durch erschépfende Methy- 
lierung erwiesen, wobei drei Methylgruppen eintraten. Die Kigen- 
schaften seiner Salze deckten sich mit denen des von Gabriel 
und Colman) zuerst beschriebenen synthetischen Kérpers, so 
dai dadurch auch die Stellung der Ketogruppe zur Amino- 
gruppe gesichert war. 

Somit kann kein Zweifel sein, daB die d-Aminovalerian- 
sure wenigstens zu einem Teile im Sinne der Knoopschen 
8-Oxydation abgebaut wird. 

NH,CH,CH,CH,CH,COOH 
NH,CH,CH,COCH,COOH 
NH,CH,CH,COCH, + CO,. 

Die hierbei als Zwischenprodukt auftretende Ketosaure 
(5-Amino-Pentanon(-2)-Siiure(1)) wurde nicht isoliert, was sich 
aus ihrer mutmaBlichen Zersetzlichkeit erkliren diirfte. EKbenso 
bekam ich bei meinen Versuchen das #-Alanin nicht in die 
Hinde, DaB dieses aber das nichste Abbauprodukt des ge- 
nannten Aminoketons sein diirfte, ergibt sich aus den Versuchen 
von F, Peters®), welcher nach Verfiitterung von 0-Benzolsulfo- 
methyl-aminovaleriansiure 94°/, in Form der entsprechenden 
Benzolsulfo-methyl-aminopropionsiiure aus dem Harn isolierte. 

Versuche iiber den Abbau weiterer w-Aminosiiuren sind 
im Gang. 

Experimenteller Teil. 

Kinem 23,5 kg schweren Dobermannpinscher wurden inner- 
halb 2 Tagen 40g 0-Aminovaleriansiure in 200ccm schwach 
sodaalkalischer Lisung subcutan eingespritzt. Den Harn fillte 
ich nach dem Filtrieren ohne einzuengen bei Gegenwart von 
5°/, Schwefelsiure mit Phosphorwolframsiure und teilte die 
daraus gewonnenen Basen in bekannter Weise in eine Purin-, 
Histidin-, Arginin- und Lysin-Fraktion. Nur die letztere kam 
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zur Untersuchung. Ich verwandelte die freien Basen diese; 
Fraktion in die Chlorhydrate und entfernte mit Alkohol dey 
groBten Teil der anorganischen Chloride. Die alkoholische 
Lésung wurde nun mit alkoholischer Platinchloridlésung ge. 
fallt, worauf ich die entstandenen Chloroplatinate mit Wasser 
aufnahm. Der schwer lésliche Anteil (Kaliumchloroplatinat 
wurde verworfen, wahrend ich das leicht lésliche organische 
Chloroplatinat mit Schwefelwasserstoff ins Chlorhydrat zuriick- 
verwandelte. Zwecks weiterer Reinigung fallte ich den Sirup 
desselben mit alkoholischem Quecksilberchlorid. Die Fiallung 
zeigte sich frei von d-Aminovaleriansdure und ihren Abbau- 
produkten. Hingegen konnte ich Aminobutanon aus dem Filtrat 
der Quecksilberfallung auf folgende Weise leicht darstellen. 

Nach Beseitigung des Quecksilbers durch Schwefelwasser- 
stoft konnte durch Fallung des Hydrochloridsirups mit 30°/, iger 
(soldchloridchlorwasserstoffsiure 1,5 g¢ eines in hellgelben, ziem- 
lich harten Krusten krystallisierenden Goldsalzes gewonnen 
werden, dessen Goldwert nach dem Umkrystallisieren aus ver- 
diinnter Salzsiiure konstant blieb und das sich als Chloraurat 
des 4-Aminobutanons(-2) erwies. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum iiber Schwetel- 
siiure und Kaliumhydroxyd getrocknet, sie schmolz bei 144/145” 
‘Sabriel und Colman: 145%. 

20,090 mg Substanz gaben 9,222 mg Au. 


12,800 mg, » 5,864 mg ,, 
23,654 mg 7 », 10,904 mg 
0,2082 g ¥ » te , 
0,2082 g ‘" , 09,0850 g CO, und 0,0426 g H,O. 
0,1468 g » »5 O600g , », O08R6g ,, 
13,404 mg ‘s »  0,4067 eem N bei 732 mm und 17°. 
13,676 mg “ » O6202 com,, , TE » » FF. 
C,H,NO-HAuCl, 
Ber. Au 46,17 °/, C 11,24 °/, H 2,36 °/, N 3,28 °/, 
Gef. ,, 45,90 » 11,13 5» 2,29 », 3,44 
45,81 . ae » 2,56 »» 3,56 
5, 46,09 
5» 45,92 


Zur weiteren Identifizierung verwandelte ich den gréBten 
Teil des noch vorhandenen Chloraurates in das Hydrochlorid, 
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dessen Liésung sich als optisch inaktiv erwies. Die Hilfte davon 
iiberfibrte ich durch Fallung seines Sirups mit alkoholischem 
Platinchlorid in das Chloroplatinat, das nach dem Umkrystalli- 
sieren ein feines, hellgelbes Krystallpulver darstellte und beim 
schnellen Erhitzen bei 207—208° unter Zersetzung schmolz 
(Gabriel und Colman etwa 205°). 

12,940 mg Substanz gaben 4,320 mg Pt. 


0,1096 g ‘ , 09,0676 g CO, und 0,0372 g H,O. 
(O,H,NO)H,PtCl, Ber. Pt 33,42°/, © 16,44%,  H 3,45°%, 
Gef. ,, 33,38 , 16,82 » 3,80 


Kin weiterer Teil des Chlorhydrates lieB sich mit wiBriger 
Pikrolonsiurelésung ausfillen. Das Pikrolonat (Schmelzp. 232°) 
wurde nach dem Umkrystallisieren feinkérnig krystallin und 
gab bei der Analyse die folgenden Werte. 

5,670 mg Substanz gaben 1,004 com N bei 733 mm und 17°. 

6,896 mg aa » ‘8,830 00m .. 5 TOO » » 8. 

C,H,NO-C,,H,.N,O; N Ber. 19,95  Gef. N 20,21, 20,25 °, 

SchlieBlich unterwarf ich den Rest des noch vorhandenen 
Chlorhydrates der, erschépfenden Methylierung mit Dimethyl- 
sulfat. Das entstandene Trimethyl(f-oxo-butyl)-ammonium- 
chlorid bildet eine schéne strahlige Krystallmasse. Das daraus 
gewonnene Olige Goldsalz krystallisierte nach kurzer Zeit und 
gab die folgenden Werte: 

7,984 mg Substanz gaben 3,386 mg Au. 

7,806 mg - » 93,302 mg ,, 

C,H,,NO-AuCl, Ber. Au 42,03°/, Get. Au 42,03, 42,30 °/,. 


Der Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft, die mir die 
(Zewinnung des wertvollen Ausgangsmaterials erméglichte, bin 
ich zu besonderem Danke verpflichtet. 
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Bemerkung zu der Arbeit von F. Ehrlich und I. Bender 
»Uber die angebliche Bildung von Fumarsiure aus Bren. 
traubensdure durch Rhizopus nigricans.“ 

You 
Alfred Gottschalk. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Stédtischen Krankenhauses Stettin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Oktober 1927.) 


In einer kiirzlich erschienenen Mitteilung berichten Ehr- 
lich und Bender?!) tiber Versuche, in denen eine friihere 
Arbeit von mir einer Nachpriifung unterzogen wurde. Wahrend 
ich”) vor einiger Zeit berichten konnte, daB der Schimmelpil 
Rhizopus nigricans auf einer Brenztraubensiure—Mineralsaly- 
lésung bestimmter Zusammensetzung sich vermehrt und gleich 
zeitig einen Teil der zugefiigten Brenztraubensiure in Fumaer- 
siure umwandelt, ist es Ehrlich und Bender trotz vielfache: 
Bemiithungen nicht gelungen, den von ihnen benutzten Schimm: 
pilz Rhizopus nigricans auf der Brenztraubensiure—Mineral- 
salzloésung zum Wachstum und die zugefiigie Brenztraubensiure 
zum Verschwinden zu bringen. Zu der Mitteilung obige: 
Autoren sei das folgende bemerkt: 

1. Da den Autoren die Vermehrung des iiberimpften Pilz- 
materials auf der Brenztraubensiure—Mineralsalzlésung niclit 
gelungen ist, kann von vornherin nicht erwartet werden, dab 
die zugefiigte Brenztraubensiure in irgendwie nennenswertem 
AusmaBe durch die wenigen tiberimpften Mycelflocken um- 
-gewandelt wird. Die Differenz zwischen den, Autoren und mir 
beschrinkt sich also zunichst darauf, daB in meinen Versuchei 





1) F. Ehrlich u. IL Bender, Diese Zs. Bd. 170, S. 118 (1927). 
*) A. Gottschalk, Diese Zs. Bd. 152, §. 186 (1926). 
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Wachstum auf obiger Nihrlésung stattgefunden hat, in den 
Yersuchen von Ehrlich und Bender dagegen nicht. Wie 
mir die Herren Geh.-Rat Prof. Dr. R. O. Neumann, Direktor 
des Hygienischen Staatsinstitutes in Hamburg, und Prof. Dr. 
Henneberg, Direktor des Bakteriologischen Forschungsinstituts 
in Kiel, an die ich mich im Hinblick auf ihre groBen Er- 
fahrungen auf diesem Gebiete gewandt habe, iibereinstimmend 
mitgeteilt haben, kann es kaum einen Zweifel unterliegen, daB 
es verschiedene, morphologisch nicht unterscheidbare Rassen 
yon Rhizopus nigricans gibt, die sowohl in biologischer wie in 
biochemischer Hinsicht Varietéten aufzuweisen haben. Sehr 
wahbrscheinlich diirften die verschiedenen Versuchsergebnisse 
von Ebrlich und mir hierdurch ihre Erklirung finden.?) 

2. Als Wachstums- und Sterilititskontrolle benutzte ich 
eine Nahrlésung, in der die Brenztraubensiure durch eine 
gleiche molare Menge Fruchtzucker ersetzt worden war. 

3. Es ist von mir nicht behauptet worden, daB aus den 
Hructose—Mineralsalzlésungen, die mit Rhizopus nigricans be- 
schickt worden waren, Fumarsiure isoliert worden ist. Die 
gegenteilige Angabe der Autoren erscheint keineswegs er- 


') Anmerkung bei der Korrektur: Die Richtigkeit der obigen 
Erklirungsweise konnte inzwischen experimentell erhirtet werden. Ver- 
suche, die am 2. XI. 1927 unter gleichen Bedingungen wie friiher mit 
einer ganz frischen, mir in liebenswiirdiger Weise von Herrn Professor 
Dr. Henneberg- Kiel zur Verfiigung Zestellten Reinkultur von Rhizopus 
nigricans mit Unterstiitzung der hiesigen bakteriologisch-serologischen 
Abteilung angestellt wurden, bestiitigen vollkommen unsere friiheren 
Ergebnisse: nach 12tigiger Versuchsdauer war die Fructose—Mineralsalz— 
Naihrlésung mit einem dichten Mycel von Rhizopus nigricans iiberzogen, 
auf der Brenztraubensiure-Mineralsalzlésung hatte sich bereits nach 
dieser kurzen Frist cin zartes Gespinst von Mycelfiiden weit ausgebreitet. 
Die Heranziichtung des Rhizopus nigricans auf den beschriebenen Nihr- 
lésungen ist somit zu sehr verschiedenen Zeiten (1924 und 1927) und 
mit zwei verschiedenen Reinkulturen in gleicher Weise gegliickt. 
Vorbedingung sind jedoch frische, sehr lebenskriiftige Reinkulturen. 
Weiterhin konnte festgestellt werden, daB auch fiir andere Arten von 
Schimmelpilzen die Brenztraubensiure—Mineralsalzlisung einen guten 
Nihrboden darstellt. Uber die hierbei auftretenden Umwandlungs- 
produkte soll demnichst ausfiihrlich berichtet werden. 
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staunlich, wenn man sich daran erinnert, daB z. B. Fructose 
durch Hefezellen in Kohlensiure und Alkohol zerlegt wird, 
wihrend hinzugefiigtes Methylglyoxal, das zweifelsfreie Zwischen- 
produkt dieser alkoholischen Garung, in Milchséure umgewandelt 
wird (Neuberg), d.h. auf ganz andere Weise als die Mutter. 
substanz umgeformt wird. . 

4. Von den in meiner Arbeit gemachten sachlichen An- 
gaben habe ich nichts zuriickzuziehen; wohl geht aus der Mit- 
teilung von Ehrlich und Bender hervor, daB der von mir 
erhobene Befund nicht auf alle Varietaiten von Rhizopus nigri- 
cans ausgedehnt werden darf. 








Antwort auf die vorstehende Bemerkung von A. Gott- 
schalk zu unserer Arbeit ,,Uber die angebliche Bildung 
von Fumarsdure aus Brenztraubensiure durch Rhizopus 
nigricans. 
Von 
F. Ehrlieh und I. Bender. 


(Der Redaktion zugegangen am 7. November 1927.) 


Als Antwort auf die Bemerkung von A. Gottschalk 
liber unsere Arbeit begniigen wir uns mit folgender Fest- 
stellung: 

Nach den friiheren Untersuchungen F. Ehrlichs bildet die 
aus den verschiedensten natiirlichen Materialien z. B. aus ver- 
schimmeltem Brot, Sardinen, Pferdekot usw. geziichtete Schimmel- 
pilzart Rhizopus nigricans auf Zuckerlésungen bestimmter Zu- 
sammensetzung regelmaBig Fumarsiure. Auch derdem Rhizopus 
nigricans betrachtlich fernerstehende Rhizopus tritici ist zur 
umarsiiurebildung befihigt. Wenn nun, wie Gottschalk 
urtiimlich annimmt, Brenztraubensiure wirklich das _regel- 
miBbige Zwischenprodukt bei der Entstehung der Fumarsaure 
aus Zucker wire, so ist nicht einzusehen, warum dann nicht 
auBer dem von ihm benutzten Pilz alle Abarten von Rhizopus 
nigricans, die iberhaupt Fumarsiiure aus Zucker erzeugen, 
auch Brenztraubensiure zu Fumarsiure umsetzen. 

Der springende Punkt ist aber, daB Gottschalk gar 
uicht mit einer anderen Varietiit des Rhizopus nigricans wie 
wir gearbeitet hat, sondern mit genau derselben Kultur dieses 
Schimmelpilzes seine Versuche angestellt hat wie wir die 
unsrigen. Wir haben von dieser Kultur des Rhizopus nigri- 
cans, die seit Jahren in unserem Institut unter dauernder Auf- 
frischung fortgeziichtet wird, seiner Zeit dem Kaiser Wilhelm- 
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Institut | .erlin-Dahlem auf seine Bitte hin eine Probe «b- 
gegeben, die als einziger Stamm dort kultiviert wird, wie wus 
uuf Anfrage das genannte Institut bestitigt. 

Wir miissen daher bei unserer durch eingehende Unter. 
suchungen gewonnenen Erkenntnis verbleiben, da8 durch die 
Versuche Gottschalks nieht der geringste Beweis 
dafiir erbracht ist, daB der Schimmelpilz Rhizopus 
nigricans aus Brenztraubenséiure Fumarsidure bildet. 


































Berichtigung. 
Von | 
Jesaia Leibowitz. 


; 

| 

(Der Redaktion zugegangen am 11. November 1927.) 
: 

{ 


Durch die Notiz ,Amygdalase, Gentiobiase, Gentianase“ 
von K. Josephson!) bin ich auf ein bedauerliches Versehen 
aufmerksam gemacht worden, das in meiner Arbeit ,,Uber 
die Gerstenmalzmaltase und die Spezifitit der Disaccharasen“?) 
stehen geblieben ist und Anlaf zu einem MiBverstindnis ge- 
seben hat. Der von Josephson zitierte Satz*) sollte — wie 
aus dem Zusammenhange ohne weiteres ersichtlich — lauten: 
,Hs liegt vielmehr nahe anzunehmen, da Gentiobiase und 
Amygdalase im Verhiltnis der Hefe- und Malzmaltase zu- 
einander stehen: erstere greift am @-Glucosidoteil I an... 
Damit wird die von Josephson hieran angekniipfte Diskussion 





hinfallig, 
Es sei noch bemerkt, daB eine Nichtspaltbarkeit von ! 
Amygdalin durch Gentiobiase weder von mir noch — soweit | 


ich die Literatur iibersehe — von anderen Autoren angegeben 
wird, so daB gegenwiirtig kein experimenteller Befund gegen ) 
die von mir gegebene Erklirung der Spezifitat von Gentiobiase 
und Amygdalase spricht. 


') K. Josephson, Diese Zs. Bd. 169, 8. 301 (1927). 
*) J. Leibowitz, Diese Zs. Bd. 149, S. 184 (1925). 
*) J. Leibowitz, a. a. O., und zwar S. 190. 
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